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RESUMO 

 
ALVES, Michele Campos. Permeação cutânea e vaginal de fármacos: rotas 
alternativas. 2018. Tese (Doutorado em Ciências da Saúde) – Programa de Pós-
Graduação em Saúde, Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, 2018. 
 

No capítulo primeiro, objetivou-se inserir a taxifolina (TAX) em uma forma de 
dosagem semissólida e avaliar a sua permeação ex vivo em pele humana. A TAX foi 
incorporada em uma emulsão de óleo em água. Um método de análise foi 
desenvolvido e validado utilizando cromatografia em fase líquida de alta eficiência 
(CLAE) para realizar a quantificação do princípio ativo durante os experimentos e a 
permeação através da pele humana foi conduzida em células do tipo Franz. No 
método cromatográfico, foram utilizadas as seguintes condições: coluna 
octadecilsilano (C18); fase móvel composta por água e acetonitrila (45:55, v/v), 
acidificada com 0,1 % de ácido fórmico (pH=2,4); temperatura do compartimento 
para a coluna de 45 °C;  um sistema de fluxo isocrático a 0,5 mL.min-1 e detecção a 
288 nm. O método foi preciso (CV<5 %), exato (recuperação entre 98 % e 102 %), 
linear (R2>0,99), específico e robusto. O experimento de permeação através da pele 
humana apresentou porcentagem permeada igual a 48,09 % (por dose). Os 
resultados descritos sugerem que, na matriz estudada, a TAX é capaz de permear 
até a derme e que, possivelmente, as concentrações alcançadas de TAX possam 
ser suficientes para que a mesma exerça o seu efeito terapêutico de forma 
sistêmica. No capítulo segundo, o objetivo do estudo foi avaliar a viabilidade de 
utilizar formulações contendo dienogeste (DNG), gestrinona (GTN), nimesulida 
(NMS) e piroxicam (PRX) para a administração vaginal em pacientes com dor 
pélvica associada à endometriose (DPAE). Os cremes intravaginais foram 
compostos individualmente por ingredientes farmacêuticos ativos incorporados em 
base Pentravan® (DNG a 0,2 %, GTN a 0,5 %, NMS a 2,0 % e PRX a 2,0 %). 
Métodos de quantificação utilizando CLAE foram validados para a quantificação dos 
princípios ativos, perfis de permeação vaginal foram determinados usando mucosa 
vaginal porcina em células de difusão do tipo Franz e os parâmetros cinéticos foram 
determinados. Os métodos foram precisos (CV<5 %), exatos (recuperação entre 98 
% e 102 %), lineares (R2>0,99) e específicos. Os experimentos de difusão 
demonstraram fluxos de 15,98 µg.cm-2.h-1 para DNG, 3,91 µg.cm-2.h-1 para PRX, 
3,72 µg.cm-2.h-1 para GTN e 2,26 µg.cm-2.h-1 para NMS. Os fluxos necessários para 
liberar a dose diária recomendada para o tratamento da DPAE foram calculados e 
estabelecidos como 0,87 µg.cm-2.h-1 para DNG, 0,69 µg.cm-2.h-1 para GTN, 70,45 
µg.cm-2.h-1 para NMS e 9,64 µg.cm-2.h-1 para PRX. DNG e GTN apresentaram fluxos 
de permeação e quantidades absorvidas hipoteticamente compatíveis com o efeito 
terapêutico in vivo, enquanto os estudos com NMS e PRX mostraram uma grande 
quantidade desses fármacos retida na mucosa vaginal, o que poderia explicar um 
efeito local para essas duas substâncias. Os resultados sugerem que a matriz 
avaliada parece ser um veículo intravaginal viável para o uso terapêutico sistêmico 
de DNG e GTN. Entretanto, NMS e PRX demonstraram a possibilidade de uso para 
um efeito no tecido local. Estudos adicionais devem ser realizados na formulação 
para que haja o uso terapêutico sistêmico de NMS e PRX. 
 
Palavras-chave: Controle de Qualidade. Cromatografia em Fase Líquida. Validação. 
Permeação Cutânea. Absorção vaginal. 



ABSTRACT 
 
 

In Chapter 1, the objective was to insert taxifoline (TAX) into a semi-solid dosage 
form and to evaluate its ex vivo permeation in human skin. TAX was incorporated 
into an oil-in-water emulsion. Analysis Method was developed and validated using 
high performance liquid chromatography (HPLC) to active principle quantification 
during the experiments and permeation through the human skin was conducted in 
Franz-type cells. In the chromatographic method the following conditions were used: 
octadecylsilane (C18) column; mobile phase consisting of water and acetonitrile 
(45:55, v/v), acidified with 0.1 % formic acid (pH = 2,4); column compartment 
temperature to 45 ° C; an isocratic flow system at 0,5 mL.min-1 and detection at 288 
nm. The method was precise (CV<5 %), accurate (recovery between 98 % and 102 
%), linear (R2>0,99), specific, and robust. Permeation experiment through human 
skin presented permeated percentage equal to 48,09 % (per dose). The results 
described suggest that, in the studied matrix, TAX may be able to permeate up to the 
dermis and that, possibly, TAX achieved concentrations may be sufficient for the 
same to exert its therapeutic effect systemically. In Chapter 2, the objective of the 
study was to evaluate the feasibility of using formulations containing dienogest 
(DNG), gestrinone (GTN), nimesulide (NMS) and piroxicam (PRX) for vaginal 
administration in patients with pelvic pain associated with endometriosis. Intravaginal 
creams were individually composed of active pharmaceutical ingredients 
incorporated into Pentravan® base (0,2 % DNG, 0,5 % GTN, 2,0 % NMS and 2,0 % 
PRX). Methods of quantification using HPLC were validated for the quantification of 
active principles, vaginal permeation profiles were determined using porcine vaginal 
mucosa in Franz type diffusion cells and kinetic parameters were determined. 
Methods were precise (CV <5 %), exact (recovery between 98 % and 102 %), linear 
(R2> 0,99) and specific. Diffusion experiments demonstrated fluxes of 15,98 µg.cm-

2.h-1 for DNG, 3,91 µg.cm-2.h-1 for PRX, 3,72 µg.cm-2.h-1 for GTN and 2,26 µg.cm-2.h-1 

for NMS. Fluxes required to release the recommended daily dose for the treatment of 
pelvic pain associated with endometriosis were calculated and established as 0,87 
µg.cm-2.h-1 for DNG, 0,69 µg.cm-2.h-1 for GTN, 70,45 µg.cm-2.h-1 for NMS and 9,64 
µg.cm-2.h-1 for PRX. DNG and GTN had permeation fluxes and quantities of drug 
absorbed hypothetically compatible with therapeutic effect in vivo, whereas NMS and 
PRX studies showed a great amount of these drugs retained in the vaginal mucosa 
which could explain a local effect for these two substances. The results suggest that 
the matrix evaluated appears to be a viable intravaginal vehicle for the systemic 
therapeutic use of DNG and GTN. However, NMS and PRX demonstrated the 
possibility of use for an effect on the local tissue. Further studies should be 
performed in the formulation for systemic therapeutic use of NMS and PRX. 
 

Keywords: Quality Control. Chromatography, Liquid. Validation. Cutaneous 
Permeation. Vaginal Absorption. 
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PESQUISA DA AÇÃO TRANSÉRMICA DE TAXIFOLINA EM FORMA 

FARMACÊUTICA CREME 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A taxifolina (TAX), também conhecida como di-hidroquercetina, é um 

flavonóide pertencente à família das flavanonas (MA et al., 2012). Diversas 

propriedades biológicas são investigadas para este princípio ativo. A sua estrutura 

química confere à mesma propriedade antioxidante (WEIDMANN, 2012). Evidências 

científicas também associam a TAX com as atividades anti-inflamatória, 

anticarcinogênica e cardioprotetora (GE et al., 2018; ARUTYUNYAN et al., 2013; 

ZHANG et al., 2013; WEIDMANN, 2012; CHOI et al., 2011;).  

A TAX possui diversas propriedades farmacológicas em potencial, podendo 

ser utilizada com fins medicinais. Entretanto, apresenta baixa solubilidade em água 

e, consequentemente, uma taxa de dissolução lenta a partir de formas farmacêuticas 

de uso oral na forma sólida. Isso limita a sua biodisponibilidade e a sua aplicação 

terapêutica (ZU et al., 2014b; ZINCHENKO et al., 2011). Dessa forma, a inserção de 

TAX em um sistema transdérmico poderia beneficiar o paciente através de um 

mecanismo de liberação alternativo. 

A via transdérmica possui potencial para a liberação sistêmica devido à 

presença de uma grande área de superfície e à permeabilidade a uma ampla gama 

de compostos. Esta via oferece algumas vantagens em relação à via oral.  A mesma 

proporciona melhor adesão do paciente devido à facilidade de autoadministração e à 

conveniência de se utilizar dosagens menos frequentes. Além disso, os sistemas 

transdérmicos aumentam o valor terapêutico de muitos medicamentos, evitando 

alguns problemas associados aos mesmos como, por exemplo, irritação do trato 

gastrointestinal, baixa absorção, interação com alimentos, bebidas e outros 

fármacos coadministrados e a decomposição devido ao efeito de primeira passagem 

hepático (GUNJKAR et al., 2015; RAZA et al., 2015). Além disso, existe a 

possibilidade de interrupção do tratamento de forma imediata pela simples retirada 

do sistema da pele, caso o paciente inicie a manifestação de efeitos adversos ou 

tóxicos (JASSIM; SULAIMAN; JABIR, 2018; TANWAR; SACHDEVA, 2016; FOX et 

al., 2011). 

Nesse contexto, a incorporação de TAX em um veículo como uma emulsão 

para uso transdérmico poderia ser uma solução interessante. Durante o 

desenvolvimento da forma farmacêutica, é necessário realizar a avaliação da 
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qualidade da mesma. Dessa forma, faz-se necessário o desenvolvimento de um 

método de quantificação previamente validado para as análises laboratoriais. Além 

disso, a formulação deve passar por testes que assegurem a liberação do fármaco 

no tempo esperado. Nesse sentido, o estudo de permeação transdérmica pode ser 

utilizado para determinar a capacidade que o sistema transdérmico tem de permitir a 

difusão do princípio ativo pela pele (POLONINI, 2014; BAERT et al., 2010). 

Com o intuito de solucionar alguns dos problemas apresentados, o presente 

trabalho propõe inserir a TAX em uma emulsão previamente desenvolvida pelo 

grupo de pesquisa. Um método de análise por cromatografia em fase líquida de alta 

eficiência (CLAE) com detecção por ultravioleta (UV) foi desenvolvido e validado 

para realizar a quantificação do princípio ativo durante os experimentos. O trabalho 

ainda propõe como objetivo estudar a permeação cutânea de TAX em pele humana, 

através de modelo ex vivo, e avaliar a possibilidade do seu uso transdérmico.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 Taxifolina 

 

 

O flavonóide TAX (3’,3’,4’,5,7-pentahidroxiflavanona, Figura 1), pertence à 

família das flavanonas (MA et al., 2012). Seu composto ativo pode ser encontrado 

em cascas dos gêneros Pinus e Larix, em sementes do gênero Silybum 

(KOCÁBOVÁ et al., 2016),  em cebolas (ASMI et al., 2017) e frutas, especialmente 

uva, laranja e toranja (ZU et al., 2014a). 

 

  

O

O

OH

HO

OH

OH

OH

 

 

Figura 1. Estrutura química da taxifolina.  

 

A TAX é raramente utilizada na prática clínica como um composto único, 

sendo encontrada em preparações complexas, como a silimarina (Legalon®) e o 

Pycnogenol®. Embora a TAX não seja um componente majoritário nos extratos 

comerciais, a mesma pode agir em sinergismo com os demais fitocomponentes 

presentes e contribuir para a sua eficácia terapêutica. A silimarina, por exemplo, é 

um extrato das sementes de Silybum marianum, licenciado na Alemanha para o 

tratamento da doença hepática crônica (WEIDMANN, 2012) e, mais recentemente, 

pela Agência Europeia de Medicamentos para a prevenção da hepatite C, recorrente 

em receptores de transplante de fígado (EMEA, 2018). O Pycnogenol® é um extrato 

obtido a partir da casca do pinheiro marítimo francês (Pinus pinaster ou Pinus 
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maritima), sendo o mesmo usado topicamente com a função de antienvelhecimento 

e, em fórmula oral, para melhorar a saúde cardiovascular, incluindo a função 

endotelial, a circulação sanguínea, a função plaquetária e a insuficiência venosa 

(GULATI, 2014). 

 

 

2.1.1 Propriedades físicoquímicas e farmacológicas 

 

 

A TAX pode existir nas formas trans e cis. Seus pontos de fusão variam de 

218 a 253 °C, possui massa molar de 304,25 g.mol-1, característica lipofílica 

intermediária (log P= 0,95) (NCBI, 2017) e um pKa de 7,40, representado pelo grupo 

hidroxila localizado na posição 7 (JANEIRO; CORDUNEANU; BRETT, 2005). Ambos 

os isômeros são solúveis em soluções hidroalcoólicas e solventes polares 

(ROGOZHIN; PERETOLCHIN, 2009). 

A estrutura química da TAX confere à mesma propriedade antioxidante 

(Figura 1). Dessa forma, a TAX elimina o excesso de radicais livres do corpo 

humano, sendo capaz de melhorar a função imune (GE et al., 2018; ZHANG et al., 

2013; WEIDMANN, 2012) e previnir as doenças cardiovasculares (ARUTYUNYAN et 

al., 2013). Além disso, a mesma apresenta ação anti-inflamatória (CHOI et al., 2011) 

e desempenha um papel importante na manutenção das funções fisiológicas do 

sistema circulatório (SUN et al., 2014; LIANG et al., 2013; LEE et al., 2012; 

ROGOVSKII et al., 2010).  

A TAX é capaz de inibir a melanogênese celular tão eficazmente quanto a 

arbutina, substância derivada da hidroquinona, um dos agentes despigmentantes 

mais utilizados em cosméticos (ASMI et al., 2017). Além disso, a TAX pode prevenir 

a carcinogênese da pele induzida por raios ultravioleta (UV). Embora os seus 

mecanismos moleculares sejam pouco conhecidos na quimioprevenção, o 

rastreamento computacional sugere que o receptor do fator de crescimento 

epidérmico seja alvo potencial da TAX. Os níveis de expressão e atividade 

promotora da geração de ciclo-oxigenase 2 e prostaglandina E2 induzida por raios 

UV do tipo B foram atenuados na sua presença. Estudos em modelos de 

camundongos com carcinogênese de pele induzidas por raios ultravioleta mostraram 
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que o grupo que recebeu tratamento tópico com TAX suprimiu significativamente a 

incidência tumoral (OI et al., 2012). 

Triagens in vivo com experimentos em camundongos demonstraram que a 

TAX possui efeitos positivos no tratamento de lesões semelhantes à dermatite 

atópica (KIM et al., 2015) ou em queimaduras, ambas induzidas quimicamente. A 

TAX é capaz de intensificar os processos de regeneração e reparação de folículos 

pilosos e glândulas sebáceas após a queimadura (SHUBINA; SHATALIN, 2012). 

Outras propriedades biológicas são investigadas para a TAX. Arutyunyan e 

colaboradores (2013) verificaram que, em experimentos com ratos, doses orais de 

30-100 µg/kg/dia de TAX são capazes de diminuir a atividade da enzima conversora 

de angiotensina, contribuindo assim para reduzir os riscos de aterosclerose e de 

doenças cardiovasculares. Kuspradini, Mitsunaga e Ohashi (2009) identificaram a 

TAX como um composto bioativo promissor no desenvolvimento de um agente 

anticariogênico, devido à sua atividade antimicrobiana contra Streptococcus 

sobrinus, principal micro-organismo responsável pelas cáries dentárias. Mishra, 

Singh e Misra (2017) verificaram a capacidade da TAX em inibir o crescimento de 

hifas e, portanto, a virulência da espécie Candida albicans. 

Embora a TAX apresente diversas propriedades farmacológicas em potencial 

(YANG et al., 2011), sua baixa solubilidade em água faz com que apresente uma 

taxa de dissolução lenta a partir de formas farmacêuticas de uso oral na forma 

sólida. Isso limita a sua biodisponibilidade e aplicação terapêutica (ZU et al., 2014b; 

ZINCHENKO et al., 2011).  

Diferentes técnicas foram relatadas para melhorar a biodisponibilidade oral de 

TAX.  Zu e colaboradores (2014a) projetaram a preparação de uma nanoemulsão.  

Em seguida, houve a complexação com γ-ciclodextrinas e um processo de 

liofilização, obtendo-se partículas com tamanho de 167,2 nm. Testes de dissolução 

demonstraram que  as nanopartículas exibiram maior taxa de dissolução (3 vezes) e 

solubilidade (1,72 vezes) em relação a TAX bruta. Além disso, o aumento da sua 

biodisponibilidade oral foi comprovado em estudos com ratos. O valor da área sob a 

curva obtido para as nanopartículas foi 7 vezes maior que o valor obtido para a TAX 

bruta. 

Zinchenko e colaboradores (2011) realizaram uma cadeia de sínteses 

orgânicas para formar um complexo de TAX com β-ciclodextrinas. A TAX modificada 

possui maior solubilidade em água. Este complexo não é estável em meio aquoso, 
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se dissociando e deixando a TAX livre para interagir com a bicamada lipídica. 

Ensaios em ratos foram realizados através da introdução oral de TAX e TAX 

modificada. Análises cromatográficas dos componentes foram realizadas no plasma 

sanguíneo 7,5 h após a introdução dos mesmos e a TAX estava presente apenas 

nos ratos que receberam a ingestão do complexo.  

Shikov e colaboradores (2009) prepararam uma nanodispersão sólida de TAX 

em polivinilpirrolidona. A cinética de liberação do fármaco a partir da nanodispersão 

foi superior ao fármaco puro e propiciou a liberação de 90 % de princípio ativo após 

30 min. 

A nanotecnologia vem proporcionando resultados significativos em literatura 

para melhorar a biodisponibilidade oral de TAX. Entretanto, outras vias de 

administração poderiam ser avaliadas como forma alternativa para a ação sistêmica 

da mesma. 

Dessa forma, a TAX tornou-se alvo de pesquisas em nosso grupo. 

Inicialmente, a mesma foi avaliada por um trabalho de mestrado (ALMEIDA, 2015). 

Neste, a TAX foi inserida em uma emulsão e experimentos de permeação ex vivo 

foram realizados em mucosa vaginal suína. A porcentagem permeada por dose foi 

de 87,43 %, sugerindo seu alto potencial em exercer efeitos sistêmicos. O intuito do 

estudo da TAX por esta via foi o desenvolvimento de uma nova alternativa ao 

tratamento da endometriose. Partindo do pressuposto que a inflamação e o estresse 

oxidativo estão envolvidos na patogênese da endometriose, a TAX apresentou-se 

como uma molécula alvo para o desenvolvimento de um novo medicamento que 

atue de forma adjuvante e complementar ao arsenal terapêutico já existente. Isso foi 

avaliado devido ao fato deste flavonóide exercer atividades antioxidante e anti-

inflamatória (ALVES et al., 2018). 

A via transdérmica apresenta-se como um recurso para a administração de 

fármacos com baixa biodisponibilidade oral (GUNJKAR et al., 2015; RAZA et al., 

2015) como a TAX. Dessa forma, a inserção da mesma em um sistema 

transdérmico poderia beneficiar o paciente através de um mecanismo de liberação 

alternativo. O relato em literatura sobre o seu uso transdérmico, a partir do uso de 

uma emulsão tradicional, ainda não foi identificado, o que evidencia o caráter inédito 

desta pesquisa. 

 

 



20 
 

2.2 A pele como via de administração para os fármacos 

 

 

2.2.1 A estrutura da pele 

 

 

A pele é considerada o órgão mais extenso do corpo humano. Em adultos, 

pode representar uma superfície externa de 2 metros quadrados e apresentar 

variações com relação à cor, espessura e presença de unhas, pelos e glândulas, 

conforme a região considerada. É responsável por mais de 10 % da massa corporal 

e recebe cerca de um terço de todo o sangue que circula pelo corpo humano 

(JAWALE et al., 2017).  

É o principal órgão de comunicação com o meio externo e representa uma 

camada protetora de tecidos subjacentes como músculos, ligamentos e órgãos 

internos. Dessa forma, é considerada uma barreira contra ataques físicos, químicos 

e microbiológicos. Além disso, desempenha um papel importante na manutenção da 

temperatura corporal, impede a perda da água, serve como um órgão excretor 

através das glândulas sebáceas e sudoríparas e possui terminações nervosas que 

lhes conferem funções sensoriais (pressão, dor, tato, calor e frio). É composta por 

três camadas que se diferem com relação à sua estrutura e composição. Estas são 

representadas por: epiderme, derme e tecido subcutâneo (hipoderme) (Figura 2 A) 

(TANWAR; SACHDEVA, 2016). 
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Figura 2. As camadas da pele e suas vias de penetração. A: epiderme, derme e tecido subcutâneo; 
B: penetração intracelular, intercelular e folicular.  
Adaptado de: BAVASKAR et al., 2015; BOLZINGER et al., 2012. 
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2.2.1.1 A epiderme 

 

 

A epiderme é um epitélio escamoso estratificado, continuamente auto-

renovável, que cobre toda a superfície externa do corpo e pode ser dividida em duas 

partes distintas: a epiderme viável (camada hidrofílica contendo 70 % de água) e o 

estrato córneo (camada hidrofóbica contendo 13 % de água) (Figura 2 B). A 

epiderme viável é formada pelo estrato basal, pela camada Malpighiana e pelo 

estrato granuloso (BOLZINGER et al., 2012). 

A camada basal é formada por células jovens colunares, em multiplicação 

constante, sendo responsáveis pela renovação celular da epiderme. Como as 

células produzidas por esta camada movem-se para fora, alteram-se morfológica e 

histoquimicamente até chegarem à superfície (TANWAR; SACHDEVA, 2016). As 

células da camada Malpighiana são mais poligonais e apresentam projeções 

citoplasmáticas que ancoram as células umas às outras, dando resistência ao atrito. 

As células do estrato granuloso possuem em seu citoplasma grânulos de querato-

hialina que são precursores da queratina do estrato córneo (BEMVINDO, 2006). 

O estrato córneo é a camada mais superficial, composta de células mortas, 

secas e alongadas, chamadas de corneócitos, produto final da diferenciação das 

células produzidas na epiderme viável. Os corneócitos encontram-se inseridos numa 

matriz lipídica complexa contendo ceramidas, colesterol, sulfato de colesterol e 

ácidos graxos livres. Esta matriz lipídica está disposta em múltiplas camadas, 

formando lamelas lipídicas. Para a sua manutenção, a estrutura é renovada 

continuamente, uma vez que, está constantemente exposta a degradações químicas 

e físicas causadas pelo ambiente. A tortuosidade de suas células e a sua adesão 

são obstáculos de difícil transposição e proporcionam a esta camada o principal 

empecilho para a penetração efetiva de fármacos pela via transdérmica (JASSIM; 

SULAIMAN; JABIR, 2018). 
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2.2.1.2 A derme 

 

 

A derme é a camada intermediária da pele, sendo formada por: tecido 

conjuntivo, que sustenta a epiderme e elementos fibrilares como o colágeno e a 

elastina (GUNJKAR et al., 2015). Na derme, ainda estão presentes os vasos 

sanguíneos e linfáticos, os nervos e as terminações nervosas, as glândulas 

sudoríparas, sebáceas e os folículos pilosos. É responsável pela flexibilidade, 

elasticidade e homeostase da pele (RAMESH; VELRAJ, 2018; BAVASKAR et al., 

2015). 

Os folículos pilosos são formados pela invaginação da epiderme, local onde 

se inserem os pelos, que se projetam para a superfície externa do corpo. As 

glândulas sebáceas possuem ductos que desembocam nos folículos pilosos e 

secretam lipídeos contendo triglicerídeos, ácidos graxos livres, colesterol e ésteres 

de colesterol. Essa secreção protege o corpo de infecções bacterianas e evita a 

perda de água. As glândulas sudoríparas secretam a parte aquosa do suor através 

dos ductos sudoríparos que desembocam na superfície da pele. A sua principal 

função é a regulação térmica do corpo (ANSARI et al., 2018).   

 

 

2.2.1.3 Tecido subcutâneo 

 

 

O tecido subcutâneo é a camada mais profunda da pele e é constituído por 

tecido adiposo denso e conjuntivo (RAMESH; VELRAJ, 2018). Pode ser considerado 

como um isolante térmico e atua na reserva energética e na proteção contra 

choques mecânicos (BAVASKAR et al., 2015). 
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2.2.2 A absorção de fármacos na pele 

 

 

2.2.2.1 Vias de penetração do fármaco na pele 

 

 

O processo de absorção dérmica descreve a passagem de compostos pela 

pele e o processo é dividido em três etapas: (i) penetração, a introdução de uma 

substância em uma camada particular da pele; (ii) permeação, a passagem de uma 

camada para a outra; e (iii) absorção no sistema vascular. Os mecanismos de 

absorção de fármacos na pele são compreendidos pela determinação macroscópica 

da via de permeação e dos parâmetros físicoquímicos de seu transporte. As 

principais vias de permeação são: intercelular, intracelular e folicular (Figura 2 B) 

(BOLZINGER et al., 2012). 

A via intracelular é a mais direta, uma vez que o fármaco passa diretamente 

através das estruturas lipídicas do estrato córneo e do citoplasma dos corneócitos. 

Essa sequência de particionamento e difusão em estruturas tanto lipofílicas quanto 

hidrofílicas faz com que as substâncias apresentem resistência significativa ao 

permear. Este fator faz com que a via não seja considerada muito relevante. A via 

intercelular é considerada predominante para a maioria dos fármacos. Nesta, o 

permeante supera o estrato córneo através da matriz extracelular, sem atravessar as 

células (ANSARI et al., 2018).  

Na via folicular, a difusão ocorre através dos folículos capilares e das 

glândulas sudoríparas e sebáceas. Estes três anexos fazem uma comunicação entre 

a derme e a superfície corporal, formando descontinuidades no estrato córneo. 

Desta forma, atuam como potenciais locais de acúmulo de formulações, sendo 

considerados como vias alternativas para a absorção de fármacos transdérmicos 

(ANSARI et al., 2018; JHAWAT et al., 2013). Embora estes apêndices representem 

apenas 0,1 % da superfície total da pele e uma barreira física para compostos que 

permeiam o estrato córneo com facilidade, podem ser considerados relevantes para 

a permeabilidade de íons, moléculas altamente polares e compostos de alto peso 

molecular (BARBERO; FRASCH, 2017). 
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O estrato córneo é a camada limitante para a permeação. A complexidade de 

sua estrutura impede que a maior parte das moléculas a atravesse, sendo 

considerado como a principal barreira para a passagem de substâncias químicas 

para o interior do organismo (JASSIM; SULAIMAN; JABIR, 2018).  

Após a passagem pela epiderme, o fármaco encontra uma rede vascular 

extensa presente na derme. Esta propicia a absorção e a entrada de moléculas no 

sistema circulatório para que encontrem o acesso ao seu alvo central (TANWAR; 

SACHDEVA, 2016). 

 

 

2.2.3 Formulações de aplicação tópica 

 

 

Os produtos de aplicação tópica podem ter três diferentes funções. Na primeira 

função, pode ser desejável que o ativo fique presente apenas na superfície da pele. 

Essas formulações farmacêuticas podem ser representadas, por exemplo, por 

produtos para a desinfecção da pele, repelentes de insetos, protetores solares e os 

cosméticos, que são utilizados apenas com o intuito de fazer o cuidado e a proteção 

da pele (JHAWAT et al., 2013). Na segunda função, as formulações são projetadas 

para permitir a penetração de seus ativos em uma das camadas da pele. Os 

fármacos antifúngicos, por exemplo, possuem sítio de ação no estrato córneo; os 

fármacos antiacne, como a isotretinoína, agem nas glândulas sebáceas; os 

estimuladores do crescimento capilar agem nos folículos capilares, e os 

antiperspirantes agem nas glândulas sudoríparas (DRAGICEVIC; MAIBACH, 2017). 

Nesses casos, a absorção na circulação sistêmica não é o desejável, uma vez que a 

absorção parcial poderia levar a efeitos adversos após o uso extensivo da 

formulação. Na terceira função, a ação sistêmica do ativo é o objetivo da terapia, 

sendo as reações locais indesejadas neste caso (JAWALE et al., 2017).  

O medicamento cujo princípio ativo se dissocia dos demais componentes da 

formulação atinge a superfície cutânea, se difunde pelo estrato córneo, chega à 

derme e é absorvido nos capilares sanguíneos, pode ser considerado como 

transdérmico (DANIELS, 2017). As formas farmacêuticas transdérmicas podem se 

apresentar na forma de adesivos, géis, pomadas, loções, cremes, géis-cremes, 

emplastros, espumas, sprays e aerossóis (ENGELHARDT, 2015). 
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A forma de dosagem convencionalmente utilizada é a via oral. Esta deve ser 

administrada em doses múltiplas e em quantidade particular para que haja eficácia 

na terapia. Entretanto, possui limitações no tratamento de pacientes com sintomas 

de vômito e diarréia e não é considerada adequada em casos de pacientes 

inconscientes e incoperativos. Além disso, há a necessidade de maior controle no 

cumprimento da terapia pelo paciente, de forma a evitar a flutuação do nível 

plasmático do fármaco (BHOWMIK et al., 2013; JHAWAT et al., 2013; SHARMA; 

SAINI; RANA, 2013).  

A via transdérmica apresenta algumas vantagens em relação à via oral. A 

mesma pode proporcionar a absorção do fármaco a uma velocidade controlada, o 

que permite manter constantes os níveis plasmáticos dos princípios ativos. Dessa 

forma, as falhas terapêuticas ou os efeitos adversos frequentemente associados à 

dosagem intermitente podem ser evitados. A via proporciona melhor adesão do 

paciente devido à facilidade de autoadministração e à conveniência de se utilizar 

dosagens menos freqüentes. Além disso, os sistemas transdérmicos aumentam o 

valor terapêutico de muitos medicamentos, evitando alguns problemas associados 

aos mesmos como, por exemplo, irritação do trato gastrointestinal, baixa absorção, 

interação com alimentos, bebidas e outros fármacos coadministrados e 

decomposição devido ao efeito de primeira passagem hepático (GUNJKAR et al., 

2015; RAZA et al., 2015). 

Outras vantagens ainda podem ser citadas, como: utilização de substâncias 

que possuem um tempo de meia-vida muito curto; emprego de fármacos que exibem 

um baixo índice terapêutico; e interrupção do tratamento de forma imediata pela 

simples retirada do sistema da pele, caso o paciente inicie a manifestação de efeitos 

adversos ou tóxicos (JASSIM; SULAIMAN; JABIR, 2018; TANWAR; SACHDEVA, 

2016; FOX et al., 2011; GUY, 2010; HATHOUT et al., 2010) 

Entretanto, existem algumas limitações com relação a essa via, como: 

irritação da pele no local da aplicação, causada por algumas substâncias em alta 

concentração e a impossibilidade de inserção de fármacos que requeiram altas 

doses (> 10 mg/ dia). Moléculas que possuem peso molecular mais elevado (> 500 

Da) e que apresentam coeficiente de partição muito baixo ou alto possuem 

dificuldade para atingir a circulação sistêmica. Além disso, a barreira da pele muda 

de um local para outro na mesma pessoa, de pessoa para pessoa e de acordo com 

a idade (SAHU et al., 2017; GUNJKAR et al., 2015; JHAWAT et al., 2013;). 
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2.2.4 Fatores que afetam a permeabilidade transdérmica 

 

 

 Os fatores que afetam a permeabilidade transdérmica são classificados em 

três categorias: propriedades físicoquímicas do fármaco, características 

relacionadas à formulação e às condições fisiológicas e patológicas da pele 

(RAMTEKE; DHOLE; PATIL, 2012). 

 

 

2.2.4.1 Propriedades físicoquímicas do fármaco 

 

 

A massa molar determina o coeficiente de difusão do fármaco. Moléculas com 

peso molecular mais elevado (> 500 Da) não conseguem penetrar no estrato córneo, 

sendo o peso molecular ideal para a administração por essa via ainda discutível em 

literatura (SAHU et al., 2017). 

Enquanto isso, o coeficiente de partição octanol-água (log P) representa a 

partição água-estrato córneo. Substâncias hidrofílicas não conseguem penetrar na 

camada lipídica da pele e substâncias hidrofóbicas penetram facilmente, mas 

permanecem armazenadas dentro do estrato córneo, uma vez que a próxima 

camada é hidrofílica (BOLZINGER et al., 2012). Moléculas com lipofilicidade 

intermediária (log P entre 1 e 3) são consideradas ótimas para permear através da 

rota intercelular (BENSON; WATKINSON, 2012). 

 

 

2.2.4.2 Características relacionadas à formulação 

 

 

Propriedades relacionadas ao sistema de administração também influenciam 

no processo de liberação do fármaco. A boa solubilidade deste no veículo é 

determinante para a sua taxa de liberação. Além disso, existem diversas substâncias 

conhecidas como promotores químicos que podem ser adicionadas às formulações, 

de modo a permitir a penetração de compostos em um fluxo conveniente. Esses 
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promotores causam alterações físicoquímicas ou fisiológicas no estrato córneo 

(RAMTEKE; DHOLE; PATIL, 2012). 

Os promotores químicos podem interagir com a queratina presente nos 

corneócitos, tornando a sua estrutura mais frouxa e a camada córnea mais 

permeável ou alterar a solubilidade dos lipídeos, permitindo com que uma segunda 

molécula passe pelo estrato córneo mais facilmente. Alguns exemplos de agentes 

promotores de permeação são: fosfolipídeos, pirrolidonas, ácidos graxos e seus 

ésteres (como o ácido oléico), sulfóxidos e similares (como dimetilsulfóxido) e 

ciclodextrinas (LAKSHMI et al., 2017; ENGELHARDT, 2015; KUMAR; JAIN; 

PRAJAPATI, 2011). 

A permeabilidade também pode ser influenciada pelo pH da formulação, 

podendo o mesmo provocar a ionização de ácidos e bases fracas. A ionização não 

seria desejável, uma vez que os fármacos possuem maior capacidade de 

permeação quando estão em sua forma não iônica (TANWAR; SACHDEVA, 2016). 

 

 

2.2.4.3 Condições fisiopatológicas da pele 

 

 

Alguns fatores relacionados à fisiologia da pele estão diretamente 

relacionados com a permeabilidade de substâncias na mesma. A hidratação, por 

exemplo, provoca a dilatação do estrato córneo, aumentando a solubilidade do 

permeante e o particionamento do veículo para a membrana. O aumento da 

temperatura da pele promove a fluidização de lipídeos, a vasodilatação e, 

consequentemente o aumento do fluxo sanguíneo local e da absorção através da 

pele. A idade também é considerada como um fator importante. A pele de jovens e 

idosos são mais permeaveis do que a pele de pessoas de meia idade, enquanto 

crianças pré-maturas estão mais suscetíveis a efeitos tóxicos por não possuirem 

estrato córneo (JAWALE et al., 2017).  

A pele difere em características anatômicas como espessura do estrato 

córneo, número de folículos capilares e número de glândulas sudoríparas por área 

de superfície unitária. Essa diferença pode existir de local para local e de pessoa 

para pessoa, alterando a absorção cutânea. Esta também pode ser influenciada por 

fisiopatologias, bem como a presença de qualquer lesão que provoque a ruptura das 
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camadas lipídicas do estrato córneo. Além disso, ainda existe a presença de várias 

enzimas de metabolização que fazem com que fármacos não atinjam a circulação 

sanguínea na sua forma ativa (JAWALE et al., 2017).  

 

 

2.3 Avaliação da qualidade de produtos transdérmicos na forma de dosagem 

semissólida 

 

 

Durante o desenvolvimento de formas farmacêuticas transdérmicas, é 

necessário realizar a avaliação da qualidade do produto acabado. Este deve passar 

por testes que assegurem a uniformidade de doses e a liberação do fármaco no 

tempo esperado. Dentre os testes específicos requeridos, encontram-se o teste de 

liberação e o ensaio de permeação cutânea (POLONINI, 2014; BAERT et al., 2010). 

O teste de liberação in vitro consiste em avaliar a liberação do fármaco a 

partir de sua forma farmacêutica, de modo a tornar-se disponível para ser absorvido. 

Neste, o estudo é conduzido através da passagem de fármacos por membranas 

sintéticas. No momento em que essa membrana é substituída por um segmento de 

pele, o estudo ex vivo deve ser considerado como um ensaio de permeação 

cutânea. Este é capaz de avaliar não apenas a liberação do fármaco a partir do 

dispositivo, como também o potencial de difusão por gradiente de concentração 

através da pele (ENGELHARDT, 2015). 

No ano de 2004, foi lançado um protocolo padrão para essas análises, 

conhecido como “Guia para o teste de produtos químicos: método in vitro para a 

absorção na pele”. Este foi estabelecido pela Organization for Economic Cooperation 

and Development (OECD), sendo uma etapa importante na aceitação de métodos 

para a avaliação da liberação e da permeação cutânea (BENSON; WATKINSON, 

2012; OECD, 2004). 

Em 2009 a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) publicou a 

RDC n° 48, de outubro de 2009. Esta exigiu que a determinação do fluxo cutâneo de 

fármacos através de estudos de permeação cutânea fosse obrigatória na pesquisa e 

no desenvolvimento de novos produtos tópicos e transdérmicos (BRASIL, 2009). 

Em 2014, a USP determinou que o teste de liberação fosse um requisito 

farmacopeico. O mesmo deve ser escolhido para avaliar e detectar mudanças in 
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vitro que poderiam eventualmente afetar o desempenho in vivo, devido a alterações 

físicoquímicas da formulação (USP, 2014). 

 

 

2.3.1 Célula de difusão de Franz 

 

 

A célula de difusão de Franz é amplamente utilizada para este estudo, sendo 

considerada como um método simples e de fácil controle das condições 

experimentais. O sistema é composto de seis células individuais ligadas a um banho 

termostatizado, que se encontra sob agitação magnética constante. As células 

(Figura 3) possuem dois compartimentos: o doador, que contém o fármaco; e o 

receptor, que contém a solução em que o fármaco é solúvel (meio receptor). Estes 

compartimentos encontram-se separados por uma membrana artificial ou biológica. 

O produto deve ficar em contato com a membrana, na parte de cima do 

compartimento doador. A passagem do princípio ativo deve ser monitorada pela 

quantificação do mesmo nas amostras do meio receptor, sendo estas coletadas em 

diferentes tempos. O gráfico da quantidade acumulada de fármaco no meio em 

função do tempo fornece o seu perfil de liberação (FERREIRA, 2015; USP, 2014). 

 

 

 

Figura 3. Célula de difusão de Franz. SR: solução receptora. 

Fonte: BEMVINDO, 2006. 
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2.3.2 Parâmetros a serem avaliados nos ensaios 

 

 

Durante a realização dos ensaios em célula de difusão de Franz, alguns 

parâmetros devem ser avaliados, como: a escolha da membrana ou espécie animal 

(ensaios in vitro ou ex vivo), a temperatura e a composição do meio receptor e o 

tempo de exposição (OECD, 2004). 

Existe uma variedade de membranas sintéticas disponíveis comercialmente 

que pode ser usada com sucesso durante os experimentos in vitro. Alguns materiais 

encontrados no mercado são constituídos de polímeros de tetrafluoretileno, fluoreto 

de polivinilideno, policarbonato, polissulfona, polietersulfona, nylon e celulose. Cada 

um desses tipos de membrana podem apresentar diferentes diâmetros e tamanhos 

de poros (KLEIN; HECKART; THAKKER, 2018). 

O ensaio de permeação ex vivo requer o uso de membranas que mimetizem a 

função de barreira do estrato córneo. A pele humana é o modelo mais apropriado e 

considerado como padrão ouro para esses experimentos. A sua disponibilidade é, 

muitas vezes, limitada e a utilização de peles de animais serve como uma 

alternativa. Peles de rato, suíno, cobra e camundongo são muito utilizadas, sendo 

que a pele suína é considerada a mais relevante para a substituição, visto que a 

mesma apresenta propriedades histológicas e bioquímicas semelhantes à pele 

humana (BARBERO; FRASCH, 2009; ROGGIA, 2009). 

A pele humana pode ser obtida a partir de cadáveres ou de cirurgias 

plásticas. A espessura do estrato córneo e a densidade de folículos podem causar 

diferenças de permeabilidade entre diferentes regiões anatômicas. Com o intuito de 

minimizar a variabilidade dos resultados, deve-se padronizar o local de remoção da 

pele, sendo a pele do abdômen de mulheres frequentemente utilizada para o teste 

(BETTONI, 2009). 

A seleção do meio receptor deve ser definida de acordo com a solubilidade da 

substância teste, de forma a manter a condição sink do sistema, ou seja, o meio 

receptor deve possuir alta capacidade de dissolver e carrear o fármaco e não deve 

exceder 10% da concentração de saturação para o fármaco no final do teste. 

Soluções salinas de pH 7,4 são usualmente escolhidas para compostos 

hidrossolúveis enquanto soluções contendo solvente orgânico, como etanol ou 
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polietilenoglicol, podem ser utilizadas para estudos com substâncias lipofílicas. Outra 

possibilidade seria a adição de albumina sérica bovina (ENGELHARDT, 2015). 

O compartimento receptor deve permitir o controle de temperatura e a 

homogeneização do meio receptor. Para a maioria dos produtos destinados à 

aplicação na superfície da pele, 32 °C ± 1 °C é a temperatura adequada. A taxa de 

agitação deve ser constante em todas as células e o valor utilizado para muitos 

produtos comercialmente disponíveis é de 600 rpm, embora outras velocidades 

possam ser utilizadas (KLEIN; HECKART; THAKKER, 2018). 

O tempo de exposição do produto à pele deve refletir as condições normais 

de uso. Preferencialmente, o tempo de 24 h não deve ser excedido, com o intuito de 

não comprometer a viabilidade da membrana. Esta deve ser preservada para que 

haja a quantificação do fármaco retido no estrato córneo e nas demais camadas 

(OECD, 2004). 

A determinação da penetração do princípio ativo no estrato córneo pode ser 

realizada pela técnica do tape stripping. Esta tem como finalidade a remoção do 

estrato córneo, através da aplicação de fitas adesivas na pele, com pressão 

uniforme e remoção abrupta. Os adesivos devem ser aplicados na mesma área e, 

depois de retirados, devem ser tratados com solução solvente. As substâncias 

removidas devem ser quantificadas por um método previamente selecionado e 

validado (DRAGICEVIC; MAIBACH, 2017). 

Os estudos de permeação cutânea podem ser complementados pela técnica 

de retenção cutânea, onde a presença das substâncias é avaliada na epiderme e na 

derme. O método clássico para separar essas camadas é imergir a pele em água a 

60 °C por 2 min e “descolar” a epiderme da derme com o auxílio de uma pinça. 

Porém, existem controvérsias com relação a essa técnica, uma vez que, a alteração 

na viabilidade da pele após a imersão em água quente já foi comprovada 

(ENGELHARDT, 2015). Uma possível alternativa à separação pelo calor é seccionar 

a pele em espessuras definidas antes dos ensaios, empregando um dermatômetro. 

Uma espessura de 200 m corresponde ao estrato córneo mais a epiderme. Após as 

separações, cada camada de pele deve entrar em contato com um solvente 

previamente selecionado e o princípio ativo presente deve ser quantificado 

(BEMVINDO, 2006). 
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2.3.3 Considerações matemáticas para avaliar a absorção cutânea 

 

 

O modelo de absorção de fármacos pela pele leva em consideração a difusão 

passiva, impulsionada pelo gradiente de concentração de moléculas penetrantes. Na 

difusão passiva, a matéria se move de uma região do sistema para outra sem que 

haja gasto de energia. A taxa de transferência por unidade de área da substância 

difundida de uma seção é proporcional ao gradiente de concentração. Essa taxa é 

expressa pela primeira Lei de Fick (Equação 1): 

 

�� =  
 ��.�� .�

�
= ��. ��      (1) 

 

na qual, Cd é o coeficiente de difusão do fármaco na camada, C0 é a concentração 

de fármaco contida na formulação que se assume constante, P é o coeficiente de 

partição do fármaco entre a formulação e a camada córnea, h é a espessura do 

caminho de difusão na pele e Kp é o coeficiente de permeabilidade no estrato 

córneo. O fluxo de estado estacionário (Js) é a taxa de passagem da substância 

através de uma unidade de superfície de área da pele, em função do tempo. A lei de 

Fick pode ser expressa das duas formas descritas na equação, uma vez que Kp 

pode ser obtido pelo produto Cd.P/h (COUTO et al., 2014; DRAGICEVIC; MAIBACH, 

2015). 

Além do uso das equações retiradas a partir da primeira lei de Fick, é 

possível obter, na prática, o fluxo de fármaco permeado pela plotagem de um 

gráfico, de quantidade de fármaco permeado através da membrana versus o 

tempo, conforme representado na Figura 4. O fluxo do fármaco no estado 

estacionário pode ser calculado a partir da inclinação da reta obtida por regressão 

linear. A extrapolação da reta até o eixo X fornece o tempo de latência (TL) ou lag 

time. Essencialmente, a medida do TL é a medida do tempo necessário para o 

gradiente de concentração do fármaco através da membrana tornar-se 

constante (CHANTASART; HAO; LI, 2013). 
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Figura 4. Curva de permeação, quantidade de fármaco permeado versus o tempo. 
Fonte: ENGELHARDT, 2015. 
 

 

Segundo Bourdon e colaboradores (2016), o fármaco deve atingir um fluxo 

alvo (μg.cm–2.h–1) para que o mesmo obtenha ação sistêmica. Entretanto, para que o 

seu valor seja estimado, deve-se considerar os parâmetros exigidos pela Equação 2: 

  

����� ���� =  
���� ���� ��á��� ×����������������������/��

á��� �� ���ó���� ×(�����)
 (2) 

 

na qual: a área de depósito é a área de aplicação da formulação (cm2). 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Geral 

 

 

Pesquisar a permeação transdérmica de TAX em forma farmacêutica creme. 

 

 

3.2 Específicos 

 

 

Inserir a TAX em uma emulsão pré-desenvolvida pelo grupo de pesquisa; 

Desenvolver e validar uma metodologia analítica por CLAE para a 

quantificação do princípio ativo durante os experimentos; 

Estudar a solubilidade de TAX em meios receptores biorelevantes com o intuito 

de selecionar a melhor solução para o ensaio de permeação; 

Realizar o ensaio de permeação cutânea da TAX em pele humana; 

Calcular o balanço de massas do estudo, determinando a concentração de 

TAX no meio receptor, no bastão de espalhamento, no estrato córneo e no conjunto 

derme-epiderme; 

Determinar a porcentagem permeada de TAX, por dose aplicada, no período 

de 24h. 

 

. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Reagentes e padrão analítico 

 

 

No preparo da fase móvel para as análises por CLAE foram empregados a 

acetonitrila grau CLAE (Panreac, Espanha) e o ácido fórmico (Neon, Brasil) grau 

analítico. Para o preparo dos meios receptores, foram utilizados: cloreto de sódio, 

cloreto de cálcio, sulfato de magnésio, fosfato de potássio monobásico, todos de 

grau analítico, provenientes da empresa Neon Comercial Ltda (Brasil). Água 

ultrapura, obtida de um sistema AquaMAX – Ultra 370 Series (Young Lin Instrument, 

Coréia do Sul), com resistividade de 18,2 MΩcm, foi utilizada durante as análises. 

Como padrão analítico foi empregada a TAX (Sigma Aldrich, EUA). A potência 

utilizada para a mesma foi aquela referida no certificado de análise do fabricante 

(86,8 %). Toda a fase móvel e os meios receptores foram filtrados a vácuo em 

membrana de filtro de fluoreto de polivinilideno (Sartorius, Alemanha) com 

porosidade de 0,45 µm e degaseificados em banho de ultrassom (Cristófoli, Brasil) 

por 30 min antes do uso. Todas as soluções preparadas foram filtradas em 

membrana de celulose regenerada (Macherey-Nagel, Alemanha) de 0,45 µm de 

porosidade e transferidas para frascos cromatográficos antes das injeções no 

sistema. Todos os procedimentos descritos foram realizados ao abrigo da luz. 

 

 

4.2 Manipulação da forma farmacêutica 

 

 

A base galênica utilizada para incorporar a TAX caracteriza-se por ser uma 

emulsão percutânea fosfolipídica com promotores de permeação. A mesma foi 

previamente desenvolvida pelo grupo de pesquisa e a sua composição qualitativa 

pode ser descrita em 5 fases: fase A - álcool cetílico, álcool estearílico, glicerol, 

simeticona, ácido esteárico; fase B - ácido sórbico, palmitato de isopropila, 

hidroxitolueno butilado, lecitina de soja; fase C - ureia, ácido benzóico, ácido sórbico, 

monoestearato de propilenoglicol, goma xantana, etoxidiglicol, edetato, água 
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destilada; fase D - aminometil propanol; fase E: polaxâmero e dextro-alfa-tocoferol.  

O veículo foi produzido seguindo cinco processos: (i) primeiro, as fases A, B e C 

foram aquecidas até 70 ºC; (ii) depois a fase C e a fase D foram adicionadas à fase 

A, misturadas e depois adicionadas à fase B; (iii) o calor foi interrompido e uma 

mistura rigorosa foi realizada; (iv) quando à temperatura ambiente, a fase E foi 

adicionada ao sistema (PEREIRA et al., 2017). Em seguida, a base teve o seu pH 

ajustado com solução de ácido cítrico a 20 % (pH = 4,60). 

A formulação foi composta de 0,5 % de TAX (50 mg − valor corrigido para 

57,6 mg, considerando a potência do padrão utilizado e uma margem de perda 

durante a manipulação de 2,5 %), 0,1 % de metabissulfito de sódio (Neon Comercial 

Ltda, Brasil), 1,5 % de DMSO (Neon Comercial Ltda, Brasil) e quantidade suficiente 

de base para 10 g. A TAX foi exatamente pesada em balança analítica digital 

(AY220, Shimadzu, Japão) e transferida para um gral de vidro, onde foi adicionado o 

metabissulfito de sódio (antioxidante). O DMSO foi adicionado gota a gota ao 

conjunto (TAX + metabissulfito de sódio) e os componentes foram então 

homogeneizados com o veículo. O produto foi armazenado em bisnaga de alumínio 

e conservado sob refrigeração. 

 

 

4.3 Desenvolvimento do método analítico 

 

 

4.3.1 Preparo das soluções padrão e amostra 

 

 

Foram pesados 1 g de formulação (equivalente a 5,0 mg de TAX) em um 

béquer de 100 mL. Adicionaram-se 40 mL de acetonitrila e o béquer foi deixado em 

banho ultrassônico por 30 min. Após, transferiu-se o conteúdo para um balão 

volumétrico de 50 mL e o volume foi completado com quantidade suficiente do 

mesmo solvente através de lavagens sucessivas do béquer. A solução foi filtrada em 

papel de filtro quantitativo, para a retenção dos excipientes, e uma alíquota de 5 mL 

foi transferida para um balão volumétrico de 10 mL. O volume foi completado com 

quantidade suficiente de acetonitrila. O padrão foi preparado da mesma maneira, 

excetuando-se o fato de que foram pesados 10 mg e transferidos para um balão 
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volumétrico de 10 mL. A segunda diluição foi realizada a partir da transferência de 

uma alíquota de 500 µL para um balão volumétrico de 10 mL (concentração final da 

amostra e do padrão = 50 µg.mL−1, soluções de trabalho ou soluções na 

concentração de 100 %). O placebo (base sem o ativo) foi submetido ao mesmo 

procedimento realizado para a amostra. 

 

 

4.3.2 Condições cromatográficas 

 

 

As análises por CLAE foram realizadas em um sistema cromatográfico 

qualificado e calibrado Young Ling (Coreia do Sul) composto por bomba quaternária 

(YL 9110), degaseificador (YL 9101), detector de arranjo de fotodiodos (PDA) (YL 

9160), injetor automático (YL 9150), compartimento de coluna com forno (YL 9130) e 

software de controle (Clarity). A separação cromatográfica foi atingida utilizando 

coluna C18, 250 x 4,6 mm, tamanho de partículas de 5 µm (Agilent, Brasil). A coluna 

foi conectada com uma pré-coluna C18, 4,0 x 3,0 mm, 5 µm de tamanho de 

partículas (Phenomenex, EUA). A fase móvel estabelecida inicialmente, após testes 

de triagem, foi constituída por uma mistura de acetonitrila e água (50:50, v/v) 

acidificada com 1 % de ácido fórmico. 

Com a finalidade de minimizar o tempo, o consumo de reagente e otimizar os 

fatores do sistema cromatográfico, uma abordagem quimiométrica foi realizada. Um 

planejamento experimental completo com 8 experimentos (23) e triplicata no ponto 

central foi realizado e as variáveis consideradas foram: (X1) tempo de ultrassom 

para a dissolução da amostra (25, 30 e 35 min), (X2) porcentagem de solvente 

orgânico na fase móvel (45, 50 e 55 %) e (X3) temperatura do compartimento para a 

coluna (35, 40 e 45 ºC). Todos os experimentos foram conduzidos em ordem 

aleatória e foram avaliados os seguintes parâmetros cromatográficos: (i) fator 

capacidade (K’), (ii) eficiência (número de pratos teóricos/metro), (iii) tempo de 

retenção e (iv) simetria do pico. Outras condições experimentais foram mantidas 

constantes, como: fluxo da fase móvel (0,5 mL.min−1), volume de injeção (20 μL) e 

detecção por UV (288 nm). 
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4.4 Validação do método analítico 

 

 

Após a otimização do método analítico, o mesmo foi validado conforme as 

diretrizes do INMETRO (2011) e a Resolução RDC nº 899 (BRASIL, 2003), que 

regulamenta a validação de métodos analíticos e bioanalíticos no Brasil. Os 

parâmetros avaliados foram: robustez, especificidade, linearidade, limite de detecção 

(LD) e limite de quantificação (LQ), precisão e exatidão.  

 

 

4.4.1 Robustez 

 

 

Para a avaliação da robustez, foi empregado o mesmo planejamento 

conduzido na otimização. A partir dos resultados obtidos para cada experimento, os 

coeficientes para a determinação do modelo estatístico de previsão foram calculados 

segundo Barros Neto, Scarminio e Bruns (2010), de acordo com a Equação 3.  

 

� = (���)�����      (3) 

 

Na qual b é a matriz de coeficientes do modelo, X e y são a matriz X e o vetor 

y, respectivamente. Para escrever a equação do modelo ajustado, foram calculados 

os erros padrão dos coeficientes através da Equação 4. 

 

�(�) = �(���)�� ∙ ��      (4) 

 

Onde ε(b) é a matriz cuja diagonal principal representa os erros padrão dos 

estimadores do modelo (bi) e σ2 é a variância populacional dos experimentos, que 

pode ser estimada como s2, utilizando as réplicas no ponto central, a partir da 

Equação 5. 

 

�� =
∑(����̅)�

(���)
      (5) 
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Os efeitos foram calculados matricialmente pelo produto Xty, no qual y é o 

vetor coluna contendo a média dos resultados dos ensaios. Para a estimativa do 

erro padrão de cada efeito, a raiz quadrada do valor obtido na Equação 6 foi 

utilizada e o erro padrão da média foi estimado empregando a raiz quadrada do 

valor obtido na Equação 7. 

 

��������  = �
��

�
�      (6) 

 

���é���  =  �
��

�
�      (7) 

 

Com a estimativa dos erros padrão, foram estabelecidos intervalos de 

confiança para os valores dos efeitos usando a distribuição t de Student, com 95 % 

de confiança, pela Equação 8. 

 

�̂ − �� ∙ �(������) < � < �̂ + �� ∙ �(������)  (8) 

 

Na qual η representa o verdadeiro valor de um efeito (valor populacional), �̂ 

representa o valor obtido a partir dos ensaios realizados no experimento, t a 

distribuição de Student e S (efeito), o erro padrão de um efeito. 

 

 

4.4.2 Especificidade 

 

 

A especificidade foi avaliada pela comparação das áreas dos picos (n = 6) 

obtidos para a TAX padrão e na amostra na concentração de trabalho. Através 

dessas determinações, foi calculado o grau de discrepância entre as áreas obtidas 

utilizando a Equação 9. 

 

%�������â���� =
�������������

������
                         (9) 
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Na qual ������ é a média das áreas referentes à detecção de TAX na amostra e 

������ é a média das áreas referentes à detecção de TAX no padrão. O critério de 

aceitação foi definido como uma porcentagem de discrepância inferior a 2 % (AEFI, 

2001). 

 

 

4.4.3 Linearidade 

 

 

Para a determinação da linearidade, três curvas analíticas foram plotadas a 

partir de cinco concentrações de TAX (n = 3 réplicas para cada nível de 

concentração), no intervalo de 80 a 120 % em relação à concentração da solução de 

trabalho. O método dos mínimos quadrados foi aplicado para a determinação da 

curva analítica e de seu coeficiente de determinação. Com a finalidade de avaliar 

estatisticamente a linearidade e o ajuste do modelo, os dados de cada nível de 

concentração foram avaliados através da Análise de Variância (ANOVA) (BARROS 

NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010). 

 

 

4.4.4 LD e LQ 

 

 

Os limites foram determinados a partir das três curvas analíticas obtidas na 

linearidade da amostra e calculados a partir das Equações 10 e 11 a seguir: 

 

�� =
���� �

��
     (10) 

 

�� =
���� ��

��
     (11) 

 

em que, DPa é o desvio padrão do intercepto com o eixo do Y e IC é a inclinação da 

curva analítica. 
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4.4.5 Precisão 

 

 

O teste de precisão objetivou avaliar o grau de dispersão entre uma série de 

medidas obtidas por um mesmo analista em um único dia (precisão intracorrida, 

repetibilidade, ntotal = 6) e entre dois analistas, em dois dias diferentes (precisão 

intercorrida; precisão intermediária, ntotal = 24), para soluções na concentração de 

trabalho. A precisão pode ser expressa como desvio-padrão relativo ou coeficiente 

de variação (CV) de uma série de medidas, sendo valores menores ou iguais a 5 % 

considerados satisfatórios (BRASIL, 2003). 

 

 

4.4.6 Exatidão 

 

 

A exatidão foi avaliada através do teste de recuperação, onde a amostra foi 

fortificada com concentrações conhecidas de padrão, equivalentes a 80, 100 e 120 

% da concentração de trabalho. A área do pico cromatográfico atribuída somente ao 

padrão foi calculada através da diferença entre a área do padrão + amostra e 

somente a área da amostra. O resultado foi expresso em porcentagem de 

recuperação, relacionando a concentração média determinada experimentalmente, 

oriunda da curva analítica do padrão, com a concentração teórica correspondente. 

Resultados compreendidos entre 98 e 102 % foram considerados satisfatórios. 

 

 

4.5 Seleção do meio receptor para o ensaio de permeação 

 

 

Para os testes de permeação, foram testados meios receptores biorelevantes, 

com o intuito de determinar qual é o mais adequado para a solubilização de TAX. O 

preparo do meio receptor foi de acordo com Baert e colaboradores (2010) e a 

composição dos mesmos (soluções aquosas) está descrita na Tabela 1. 
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Tabela 1. Composição dos meios biorelevantes utilizados para os testes de permeação de TAX. 

Componentes Tampão fosfato salino 

0.01 M, pH 7,4 (mM) 

Suor humano 

artificial (mM) 

Fluido corporal 

simulado (mM) 

NaCl 138,00 49,96 136,80 

KCl 2,70 - 3,00 

CaCl2 - 0,15 2,50 

MgSO4 - 1,00 - 

MgCl2 - - 1,50 

Na2SO4 - - 0,50 

NaHCO3 - - 4,20 

KH2PO4 1,43 7,50 1,00 

Na2HPO4 8,57 - - 

NaCl: cloreto de sódio; KCl: cloreto de potássio; CaCl2: cloreto de cálcio; MgSO4: sulfato de 
magnésio; MgCl2: cloreto de magnésio; Na2SO4: sulfato de sódio; NaHCO3: bicarbonato de sódio; 
KH2PO4: dihidrogenofosfato de potássio; Na2HPO4: hidrogenofosfato dissódico. 

 

A solubilidade da TAX foi determinada nos meios descritos e nestes 

acrescidos de 20 % de etanol. Devido à baixa solubilidade da TAX em água 

(WEIDMANN, 2012; ZU et al., 2014a), o etanol foi empregado para aumentar a sua 

solubilidade nas soluções aquosas testadas, sendo permitido o acréscimo de até 50 

% de etanol nos meios receptores (COLIPA, 1997; OECD, 2011). Para a realização 

do procedimento, foram exatamente pesados 10 mg de TAX em tubos de ensaio, 

onde 10 mL do meio receptor foram adicionados. Os tubos foram deixados em 

banho ultrassônico por 30 min e então incubados em estufa a 32 ºC (Nova Ética 

Produtos e Equipamentos Científicos Ltda, Brasil) por 12 h. Posteriormente, eles 

foram centrifugados a 20.000 × g (Fanem, Brasil), o sobrenadante diluído em uma 

proporção 0,5 : 10 (v/v), seguido por transferência para vials cromatográficos para a 

quantificação da TAX, segundo as condições do método desenvolvido para a 

formulação. O meio, contendo ou não o etanol, foi definido, sendo utilizada a 

condição que apresentou a melhor solubilização da TAX.  

 

 

4.6 Preparo da pele humana 

 

 

 Pele humana da região abdominal foi obtida de um paciente que foi 

submetido à abdominoplastia (um doador: mulher de 48 anos, sem doença prévia de 



44 
 

pele). A pele foi recolhida imediatamente após a cirurgia e inspecionada visualmente 

para assegurar que estava saudável e que não foi alterada pelas condições clínicas 

de remoção. O transporte do material foi realizado em menos de 30 min e o mesmo 

foi mantido em recipiente isotérmico a 4 °C.  

No laboratório, a gordura subcutânea e o tecido conjuntivo foram 

imediatamente removidos da pele com o auxílio de um bisturi (Figura 5). A pele foi 

lavada com água e solução salina, envolvida em Parafilm® e armazenada a -80 °C 

antes da utilização, num período inferior a 1 mês. A pele foi utilizada com sua 

espessura total. Foi retirada do freezer 10 min antes do uso para descongelar e foi 

cortada em forma de discos para serem encaixadas nas células de difusão vertical. 

Uma pré-avaliação de sua integridade foi realizada pelo controle da perda 

transepidermal de água (Vapometer®, Delfin, EUA).  

Este protocolo seguiu o Código de Ética da Associação Médica Mundial 

(Declaração de Helsinque) e foi aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade 

Federal de Juiz de Fora, Brasil (protocolo n° 151.275, Anexo B). 

 

 

 

Figura 5. Limpeza da pele humana.  A. Pele recém-obtida do procedimento cirúrgico. B e C. Retirada 
do excesso de gordura subcutânea. D. Segmento de pele limpo obtido. 
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4.7 Estudo de permeação cutânea de TAX 

 

 

O ensaio de permeação ex vivo foi realizado em células de difusão vertical 

estáticas de 7 mL, com amostrador automático (Microette Plus®, Hanson Research, 

EUA). A câmara receptora foi preenchida com o meio receptor. Os segmentos de 

pele, após o descongelamento, foram previamente imersos em meio receptor 30 min 

antes do experimento, sendo adicionados à célula, com o estrato córneo (SC) 

faceando o compartimento doador e a derme em contato com a solução receptora, 

evitando-se sempre a formação de bolhas. Acima da pele foi colocado um anel de 

teflon (150 mm de diâmetro interno) e este teve o seu orifício totalmente preenchido 

pela emulsão (n = 4).  

Uma dose finita da formulação (68 mg) foi aplicada com o auxílio de uma 

pipeta de pressão positiva calibrada Pos-D MR-110 (Rainin, EUA) e foi distribuída 

uniformemente com um bastão de espalhamento de vidro sobre a superfície da 

membrana. A área de difusão disponível foi de 1,86 cm2. A formulação foi ocluída 

por disco de acrílico e o sistema foi fechado com uma garra metálica para evitar que 

o meio receptor evaporasse (Figura 6). O meio foi mantido a temperatura de 32 ± 2 

°C durante todo o experimento, sob agitação (600 rpm) por meio de uma barra de 

agitação magnética.  

Alíquotas (1 mL) foram retiradas em intervalos regulares de tempos (0,5, 1, 2, 

3, 4, 8, 16, 20 e 24 h), recolhidas em vials cromatográficos e submetidas à análise 

por CLAE, de acordo com as condições estabelecidas para o método analítico. Uma 

lavagem dos tubos de amostragem automática foi realizada com 1,5 mL do meio, 30 

s antes de cada coleta, e a agitação foi interrompida durante esta lavagem. As 

alíquotas retiradas foram repostas a cada coleta com meio receptor, à mesma 

temperatura, para manter o volume constante no interior das células.  

As concentrações correspondentes de TAX foram corrigidas para estabelecer 

a quantidade real de fármaco difundida no tempo t (Qreal,t). Essa correção foi 

realizada considerando a Equação 12:  

 

�����,� = ����������,� ∙ �� ∙ �� ∙ ∑ ��
���    (12) 
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na qual: Ccalculada,t é a concentração da amostra determinada no tempo t, Vr é o 

volume da célula de difusão, Va é o volume da alíquota e Ca é a concentração da 

alíquota. 

 

 

Figura 6. Montagem da parte superior da célula de Franz. A. anel de teflon branco (1), disco de 
acrílico (2) e anel metálico para selagem (3). B. Célula (4)selada com o auxílio de uma garra metálica 
(5).  
Fonte: Adaptado de BEMVINDO, 2006. 

 

Após os experimentos de permeação, foi realizado o cálculo de recuperação 

média dos experimentos. Este pode ser determinado pelo somatório do princípio 

ativo detectado durante os experimentos (retido no bastão de espalhamento, 

presente no meio receptor e retido na pele) dividido pelo valor total aplicado à célula. 

Desta forma, o espalhador utilizado durante a aplicação da formulação foi 

posteriormente rinsado com a fase móvel do método analítico e a solução obtida foi 

analisada por CLAE.  

 

 

4.7.1 Retenção de TAX na pele 

 

 

Após os experimentos de permeação, cada disco de pele foi retirado das 

células para analisar a retenção de TAX em suas camadas. O estrato córneo foi 

separado do conjunto derme/epiderme utilizando a técnica do tape stripping. Fitas 

adesivas Scotch (3M, Alemanha) (25 x 25 mm2) foram aderidas, consecutivamente, 

na área exposta ao produto, até que todas as camadas de células viáveis do estrato 
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córneo fossem retiradas (aproximadamente 20 fitas). As fitas foram colocadas em 

tubos cônicos de polipropileno de 10 mL contendo 3 mL de acetonitrila. O restante 

da pele foi picotado e, da mesma forma que as fitas, foi colocado em tubos cônicos 

contendo 3 mL de acetonitrila. Os tubos foram deixados em banho de ultrassom por 

1 h e as soluções obtidas foram filtradas em membranas de 0,45 µm, transferidas 

para vials cromatográficos e analisadas por CLAE. As concentrações de TAX foram 

corrigidas para todas as diluições. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Desenvolvimento do método analítico 

 

 

Durante o preparo da formulação, a dosagem de TAX na emulsão (0,5 %, 

m/m) foi escolhida baseando-se em concentrações utilizadas em pesquisas cuja 

atividade anti-inflamatória foi investigada (CHOI et al., 2011; KANG et al., 2010). 

Posteriormente, foram realizadas as análises cromatográficas do creme 

contendo TAX e foram estabelecidas as seguintes condições iniciais: coluna e pré-

coluna C18; volume de injeção = 20 µL; fluxo da fase móvel = 0,5 mL.min−1; 

detecção por espectrofotometria, com varreduta entre os comprimentos de onda de 

190 e 900 nm (neste caso, a resposta máxima foi obtida em 288 nm); e uma mistura 

de acetonitrila e água (50:50, v/v) acidificada com 0,1 % de ácido formico (pH = 2,4) 

como fase móvel de triagem inicial. A acidificação da fase móvel foi realizada de 

forma a garantir um pH adequado (entre 2 e 3) para a análise de flavonoides 

(KRUGER; GANZERA, 2012; ZUCOLOTTO et al., 2012). 

A seguir, foi realizado um estudo preliminar de solubilização da amostra e 

extração de TAX a partir da formulação. O solvente mais apropriado e o tempo de 

banho de ultrassom foram avaliados. O emprego de acetonitrila como solvente 

extrator e um tempo de ultrassom estabelecido em 30 min, permitiu uma adequada 

solubilização da formulação, conduzindo a resultados de teores dentro da faixa 

adotada (90 − 110 %). Portanto, tais condições foram estabelecidas como iniciais. 

Isso posto, um planejamento experimental do tipo 23 com triplicata no ponto central 

foi conduzido para a otimização das condições do método. A matriz X e os vetores y 

foram apresentados na Tabela 2. 
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Tabela 2 − Fatores, níveis e matriz de coeficientes de contraste do planejamento experimental 
conduzido para otimizar as condições de análise do creme de TAX. 
 

Ensaio Média Matriz X Vetores Y  

  X1 X2 X3 X12 X13 X23 X123 Teor (%) 
TR 

(min) 
N K’ S 

1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 102,82 5,72 5202 1,75 1,30 

2 1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 102,89 5,69 5142 1,73 1,32 

3 1 -1 1 -1 -1 1 -1 1 102,21 5,07 7614 0,22 1,32 

4 1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 103,42 5,06 7422 0,22 1,30 

5 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 102,18 5,63 5420 1,71 1,33 

6 1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 103,24 5,65 5561 1,72 1,27 

7 1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 102,05 5,03 8085 0,21 1,27 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 101,97 5,02 8053 0,21 1,25 

9 1 0 0 0 0 0 0 0 102,58 5,24 6461 0,27 1,33 

10 1 0 0 0 0 0 0 0 101,99 5,29 6387 0,27 1,32 

11 1 0 0 0 0 0 0 0 102,50 5,29 6400 0,26 1,33 

X1: tempo de ultrassom para a dissolução da amostra (min) [(-1): 25; (0): 30; (1): 35]. 
X2: porcentagem de acetonitrila na fase móvel [(-1): 45; (0): 50; (1): 55]. 
X3: temperatura do compartimento da coluna (ºC) [(-1): 35; (0): 40; (1): 45]. 
TR: tempo de retenção. 
N: eficiência da coluna (número de pratos teóricos/metro). Valores esperados: ≥2000. 
Kꞌ: fator capacidade. Valores esperados: ≥1,00. 
S: simetria do pico. Valores esperados: ≤ 2,00. 

 

Todos os ensaios apresentaram combinações de fatores que forneceram 

resultados de teores satisfatórios (entre 101,97 % e 103,42 %) e os tempos de 

retenção foram de aproximadamente 5 min. Entretanto, os ensaios 3, 4, 7, 8, 9, 10 e 

11 forneceram valores abaixo da especificação (≥ 1) para o fator capacidade. O fator 

capacidade é obtido pela razão entre o tempo de permanência do analito na fase 

estacionária e o seu tempo de permanência na fase móvel. Portanto, fatores de 

retenção menores que 1 indicaram que o analito eluiu rapidamente, podendo isto 

ocorrer antes do tempo morto (tempo em que uma espécie não retida demora para 

atingir o detector), condição não adequada para as análises cromatográficas. 

Partindo desses pressupostos, optou-se por trabalhar com a menor concentração de 

acetonitrila (ensaios 1, 2, 5 e 6). Dentre eles, a condição 6 foi escolhida, pois 

forneceu uma resolução melhor entre o pico principal da TAX e o interferente que 

elui em seguida. Os cromatogramas obtidos a partir das condições de análise 

escolhidas no ensaio 6 foram apresentados na Figura 7. 
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Figura 7. Cromatogramas resultantes das condições selecionadas para o método de análise. A: 
amostra; B: padrão de TAX. Condições cromatográficas definidas: coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 µm) a 
45 ºC; volume de injeção de 20 µL; fase móvel composta de acetonitrila:água (45:55, v/v), acidificada 
com 0,1 % de ácido fórmico (pH = 2,4); fluxo de 0,5 mL.min-1 e detecção a 288 nm. 
 

 

5.2 Validação do método analítico  

 

 

Após a otimização do método, o mesmo foi validado segundo as diretrizes da 

ANVISA (BRASIL, 2003) e do INMETRO (2011). Atualmente, foi publicada uma nova 

resolução RDC n 166 (BRASIL, 2017) sobre a validação analítica no Brasil. Embora 

esta esteja em vigor, o trabalho foi iniciado antes da publicação da mesma e, 

portanto, segue a RDC n 899. 

A robustez do método foi realizada através de um planejamento experimental 

23 com triplicata no ponto central. Os valores calculados, com 95 % de confiança, 

para os principais efeitos e suas interações foram apresentados na Tabela 3. 

 



51 
 

Tabela 3. Fatores do planejamento experimental conduzido para o estudo da robustez e seus 

respectivos efeitos e erros-padrão calculados para o teor de TAX. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A análise dos resultados evidenciou que não houve variações 

estatisticamente significativas a 95 % de confiança para os valores de teor de TAX, 

indicando a confiança na utilização do método para fins quantitativos, mesmo que 

pequenas e deliberadas variações nos parâmetros analíticos ocorram no decorrer da 

análise. 

Os resultados da especificidade foram determinados pelo cálculo da 

porcentagem de discrepância, pela comparação entre as áreas cromatográficas do 

analito sozinho e do analito + matriz. O cálculo da porcentagem de discrepância 

forneceu um valor inferior a 2 % (=1,19 %), indicando que não houve diferença 

significativa entre a quantificação da TAX padrão e na formulação.  

Os dados obtidos para as curvas analíticas/linearidade do método, bem como 

os limites de detecção e de quantificação e os resultados para os testes de precisão 

e exatidão foram apresentados na Tabela 4. 

 

  

Efeitos dos ensaios 

Média: 102,53 ± 0,10 

Principais efeitos:  

X1  tempo de ultrassom para a solubilização da amostra(min) 0,56 ± 0,23 

X2  porcentagem de acetonitrila na fase móvel -0,37 ±0,23 

X3  temperatura do compartimento da coluna (ºC)  -0,48 ± 0,23 

Interações de dois fatores:  

X12  0,01 ± 0,23 

X13  -0,08 ± 0,23 

X23  -0,33 ± 0,23 

Interações de três fatores:  

X123  -0,57 ± 0,23 

t x S(efeito)        0,98 
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Tabela 4. Resultados obtidos para a linearidade, limites de detecção e quantificação, precisão e 
exatidão. 
Parâmetros Resultados Limites de 

 especificação 
Linearidade    
Equação da regressão linear  n = 3 y =114398,36x-238803,34  
R

2
  0,9989 ≥ 0,99 

Fcal Regressão  11974,67  
Fcal Falta de ajuste  3,36  
LD (µg.mL

-1
) n = 3 4,44  

LQ (µg.mL
-1

) n = 3 8,12  
    
Precisão    
CV (%) Repetibilidade n = 12 0,98 CV ≤ 5% 
CV (%) Precisão intermediária n = 24 1,13  
    
Exatidão    
Recuperação média (%) n = 15 100,85 98,0 – 102,0% 
LD: limite de detecção; LQ: limite de quantificação;CV: coeficiente de variação; R

2
= coeficiente de 

determinação; Intervalo (µg.mL
-1

): (40-60); ANOVA: Fcritico da regressão (4.67); Fcritico da falta de ajuste 
(3,71).  

 

Para avaliar a linearidade foram construídas curvas analíticas (x = g.mL-1, y 

= mV) do composto de interesse (n = 3). O estudo da linearidade foi sujeito ao 

método dos mínimos quadrados e foi obtido um coeficiente de determinação maior 

que 0,99. Os dados foram avaliados através da ANOVA. O teste de significância da 

regressão gerou valor de Fcalculado maior que Fcrítico e o teste da falta de ajuste valor 

de Fcalculado menor que Fcrítico. Pode-se afirmar, com 95 % de confiança, que existe 

uma relação linear entre as variáveis e que não existe falta de ajuste no modelo para 

a faixa de concentração estudada. Dessa forma, a equação modelo utilizada foi 

capaz de prever as concentrações de TAX na formulação, obtendo-se resultados 

muito próximos aos valores reais da amostra. 

Os LD e LQ foram calculados a partir das curvas analíticas obtidas e 

forneceram a comprovação de que os intervalos de concentrações de trabalho 

escolhidos foram capazes de detectar e quantificar a TAX com precisão e exatidão 

aceitáveis.  

O ensaio de precisão foi avaliado através da repetibilidade e da precisão 

intermediária. Todos os coeficientes de variação obtidos estão dentro do limite 

preconizado pela legislação (≤ 5 %). Estes valores comprovaram a capacidade do 

método de proporcionar resultados próximos para uma série de medidas de uma 

mesma amostra, nas mesmas condições experimentais (repetibilidade) e, sujeito a 

variações de analista e dia (precisão intermediária).  
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A exatidão foi avaliada, para ambos os métodos, por meio do teste de 

recuperação. A taxa de recuperação média obtida (100,85 %) encontrou-se dentro 

da especificação (entre 98 e 102 %). Esse valor demonstrou a capacidade do 

método de fornecer resultados próximos ao valor verdadeiro.  

Diante do estudo dos parâmetros de validação analítica, pode-se dizer que, do 

ponto de vista prático, que o método foi validado para as finalidades pretendidas. 

 

 

5.3 Seleção do meio receptor para o ensaio de permeação 

 

 

Os resultados da solubilidade máxima obtidos para a TAX nos meios 

receptores testados foram representados na Tabela 5. Considerando todos os meios 

sem o acréscimo de solvente orgânico, o suor humano artificial foi o que apresentou 

melhor solubilização da TAX (80,91 %). Entretanto, o acréscimo de 20 % de etanol 

nesse meio representou um aumento de 14 % na solubilidade da TAX (94,91 %). 

Considerando os resultados, optou-se por trabalhar com o mesmo.  

 

Tabela 5. Resultados da solubilidade máxima de TAX nos meios receptores testados. 

Meio receptor 
Solubilidade de  

TAX (µg.mL–1
) 

Solubilidade de 

TAX (%) 

Tampão fosfato salino pH 7,4 38,92 79,37 

Tampão fosfato salino pH 7,4 + 20 % etanol 42,92 87,52 

Suor humano artificial 39,81 80,91 

Suor humano artificial + 20 % etanol 47,12 94,91 

Fluido corporal simulado 38,20 77,90 

Fluido corporal simulado + 20 % etanol 40,20 81,98 

 
 

A utilização de um meio receptor fisiológico é sempre preferível para que se 

possa estabelecer melhor uma correlação in vitro/in vivo. Entretanto, um dos pré-

requisitos para a realização dos ensaios de permeação é que o meio receptor 

permita a adequada solubilização da substância de interesse, não limitando a sua 

difusão através da membrana biológica (BAERT et al., 2010). Dessa forma, soluções 

contendo solvente orgânico como o etanol podem ser utilizadas para estudos com 

substâncias lipofílicas (ENGELHARDT, 2015). 



54 
 

5.4 Estudo de permeação cutânea de TAX 

 

 

A TAX apresenta-se como um composto promissor para o tratamento de 

diversas condições relacionadas à pele. Dados científicos demonstram a sua 

capacidade de atuar como anti-inflamatório (CHOI et al., 2011), hipopigmentante 

(ASMI et al., 2017), antioxidante (SUN et al., 2014; LIANG et al., 2013) e na 

prevenção de carcinogênese induzida pela exposição da pele a raios UV (OI et al., 

2012). Triagens in vivo com experimentos em camundongos demonstraram que a 

TAX possui efeitos positivos no tratamento de lesões semelhantes à dermatite 

atópica (KIM et al., 2015) ou em queimaduras (SHUBINA; SHATALIN, 2012), ambas 

induzidas quimicamente. 

A TAX possui baixo peso molecular (304,25 g.mol-1) e um coeficiente de 

partição de 0,95, valor próximo ao considerado ideal (log P entre 1 e 3) para que 

fármacos ultrapassem a barreira do estrato córneo pela rota intercelular (BENSON; 

WATKINSON, 2012). Baseado nesses dados e em suas propriedades 

farmacológicas, torna-se relevante a realização de ensaios que avaliem a sua 

absorção pela pele. 

O atual trabalho realizou ensaios de permeação em pele humana para a TAX. 

A mesma foi inserida em uma emulsão e os experimentos foram realizados durante 

um período de 24 h. Alguns critérios relacionados à membrana também foram 

considerados para o cálculo de massas durante os experimentos.  

As propriedades de permeabilidade da pele são preservadas após a excisão 

do corpo porque a principal barreira à permeação é o estrato córneo. Entretanto, o 

ambiente da pele in vivo difere em parte do ambiente ex vivo. A mesma encontra-se 

vascularizada in vivo e a contínua perfusão vascular na derme pode remover 

rapidamente os permeantes que atingem a junção derme-epiderme. No ambiente ex 

vivo, a perfusão sanguínea não ocorre, caso os vasos ainda estejam presentes. Isso 

nos permite dizer que, em condições ex vivo, o fármaco presente na junção derme-

epiderme seria capaz de alcançar a corrente sanguínea se estivesse em condições 

in vivo. As quantidades que são retidas pelo estrato córneo não são consideradas 

absorvidas dermicamente e, portanto, não se espera que contribuam para a dose 

sistêmica (ENGELHARDT, 2015).  
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Dessa forma, a quantidade real de fármaco permeada foi calculada não 

apenas pela quantificação de fármaco no meio receptor, mas foi definida como a 

soma do fármaco retido na camada de pele viável (epiderme e derme, excluindo o 

estrato córneo) e no meio receptor. O Gráfico 1 e a Tabela 6 apresentam o resultado 

do cálculo de balanço de massas do estudo.  

 

Tabela 6 – Balanço de massas do estudo de permeação ex vivo da TAX em pele humana. 

Parâmetro TAX 

Quantidade teórica de creme aplicada na pele (mg) 
a 

68,00 

Quantidade aplicada de TAX (μg)
b
 387,60 

Quantidade de TAX retida no bastão de espalhamento (μg)  238,35 

Quantidade de TAX retida no estrato córneo (μg) 83,40 

Quantidade de TAX retida no conjunto derme e epiderme (μg) 71,78 

Quantidade de TAX quantificada no meio receptor (μg) 0,00 

Quantidade total permeada após 24 h (μg) 
c
 71,78 

Porcentagem de permeação por dose (%) 
d 

48,09% 

Total de recuperação (%)e 101,53 

a: Quantidade total de formulação aplicada na câmara doadora; b: Quantidade aplicada de TAX 
considerando a concentração desta na formulação (0,5 % m/m);. c: TAX quantificada no meio 
receptor e no conjunto derme e epiderme; d: Quantidade total de TAX passível de permeação, de 
acordo com a dose aplicada [(c/b) × 100]; e: Quantidade total de TAX recuperada (somatório da 
quantidade detectada no bastão de espalhamento, na derme e epiderme e no meio receptor dividida 
pela quantidade total de TAX aplicada). Resultado expresso como porcentagem (×100). 
 
 

 
Gráfico 1. Balanço de massas resultante do estudo de permeação ex vivo da TAX. 
Resultados expressos como média ± erro padrão (n = 4). EC: estrato córneo; EV: epiderme viável; D: 
derme.  

 

O balanço de massas apresentou uma recuperação média (101,53 %) com 

valor satisfatório e dentro dos critérios de aceitação para ensaios de permeação 
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(entre 85 % e 115 %) (FDA, 2015). Dessa forma, todo o fármaco aplicado foi 

quantificado, sem que houvesse perda durante o processo.  

O monitoramento da passagem do princípio ativo deve ser monitorada pela 

quantificação do mesmo nas amostras do meio receptor em diferentes tempos. 

Dessa forma, o gráfico da quantidade acumulada de fármaco no meio em função do 

tempo pode fornecer o seu perfil de liberação (FERREIRA, 2015; USP, 2014). A 

partir da plotagem desse gráfico e da regressão linear obtida, é possível calcular na 

prática o fluxo do fármaco no estado estacionário e o seu tempo de latência (TL) 

(CHANTASART; HAO; LI, 2013). Além disso, o TL obtido pode ser utilizado para o 

cálculo do fluxo alvo do fármaco necessário para que o mesmo obtenha ação 

sistêmica, juntamente com dados como dose oral diária, biodisponibilidade oral/IV e 

a área de depósito (BOURDON et al., 2016).  

De acordo com os dados apresentados na Tabela 6, nenhuma área em 

relação ao meio receptor foi detectada. Dessa forma, não foi possível construir o seu 

perfil ou calcular nenhum parâmetro relacionado à sua cinética de difusão. A 

indisponibilidade do valor do TL e de dados como a dose oral diária e a 

biodisponibilidade oral/IV pesquisados em literatura inviabilizaram o cálculo do fluxo 

alvo. 

A análise do gráfico e do balanço de massas nos permitiu observar que a maior 

quantidade ficou retida no bastão de espalhamento (238,35 µg). Isso demonstrou o 

fato de que, talvez o espalhamento não tivesse sido realizado durante um tempo 

adequado ou que a quantidade de formulação aplicada pudesse ser menor. 

O restante do fármaco quantificado foi dividido entre o estrato córneo (83,40 

µg) e a camada viável da pele (71,78 µg). A porcentagem passível de permear foi 

calculada através da relação entre a quantidade com potencial de permeação in vivo 

e a quantidade de TAX efetivamente aplicada à célula doadora. A porcentagem de 

permeação por dose foi de 48,09 %. Clinicamente, esse resultado sugere que, na 

matriz estudada, a TAX foi capaz de permear até a derme e que, possivelmente, as 

concentrações alcançadas de TAX possam ser suficientes para que a mesma 

exerça o seu efeito terapêutico de forma sistêmica. No entanto, o efeito clínico de 

TAX deve ser comprovado por estudos farmacocinéticos e pela biodisponibilidade in 

vivo.  

Ensaios in vivo e a modificação da formulação com a introdução de 

intensificadores de permeação poderia constituir perspectivas futuras para a 



57 
 

continuidade deste trabalho de pesquisa. Alguns ácidos graxos presentes em óleos 

naturais como os ácidos oléico e linoléico, por exemplo, podem afetar a penetração 

de várias substâncias na pele. Além disso, são considerados componentes inertes e 

seguros que podem ser utilizados para estabilizar ou melhorar a solubilidade de 

fármacos em formulações farmacêuticas. Apresentam o potencial de desorganizar 

reversivelmente os lipídeos que encontram-se ordenados na pele, causando 

"dobras" nos mesmos (CIZINAUSKAS et al., 2017).  

Cizinauskas e colaboradores (2017) avaliaram o efeito de óleos naturais na 

distribuição de TAX nas camadas da pele. O ensaio ex vivo foi realizado em pele 

humana e o princípio ativo foi dissolvido (0,5 %, m/m) em polietilenoglicol 400, em 

adição com óleos obtidos a partir de sementes de soja e azeitona. Em seguida, 

houve a quantificação de TAX nas camadas da epiderme e derme. Os óleos 

testados foram capazes de aumentar significativamente a distribuição de TAX 

nessas camadas. Os resultados apresentados por esses autores demonstraram a 

possibilidade da introdução desses intensificadores à formulação ou mesmo o 

estudo de novos óleos naturais para intensificar a penetração de TAX na pele e 

possibilitar a sua permeação e absorção sistêmica. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Os resultados descritos sugerem que, na matriz estudada, a TAX foi capaz de 

permear até a derme e que, possivelmente, as concentrações alcançadas de TAX 

possam ser suficientes para que a mesma exerça o seu efeito terapêutico de forma 

sistêmica. No entanto, existe a necessidade de ensaios in vivo para que seja 

comprovado o seu efeito clínico. Além disso, a introdução de intensificadores de 

permeação à formulação poderia aumentar a penetração de TAX na pele e 

possibilitar a sua permeação e absorção sistêmica. 
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CAPÍTULO 2 

 

 

 

ESTUDO DA VIABILIDADE DE ADMINISTRAÇÃO INTRAVAGINAL DE 

INGREDIENTES FARMACÊUTICOS ATIVOS PARA REDUZIR A DOR PÉLVICA 

RELACIONADA À ENDOMETRIOSE 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A endometriose é uma condição inflamatória causada pela produção 

desregulada de estrogênio no tecido endometriótico ectópico e nas lesões 

endometrióticas. Essa condição leva a uma superprodução de prostaglandinas 

locais, fato que amplia o ambiente inflamatório (BULUN et al., 2015). A dor pélvica 

associada à endometriose (DPAE) representa um dos principais problemas clínicos 

da doença, afetando aproximadamente 80 % das mulheres acometidas (MARTINEZ 

et al., 2013; BULLETTI et al., 2010). Esta condição pode causar distúrbios 

psicológicos e afetar a qualidade de vida das mulheres que apresentam os sintomas 

(FACCHIN et al., 2015; CULLEY et al., 2013). 

Uma abordagem importante para o tratamento da endometriose é o alívio da 

DPAE (SOARES et al., 2012). O tratamento farmacológico é baseado no uso de 

substâncias esteroidais que diminuam a dominância estrogênica como, por exemplo, 

dienogeste (DNG) e gestrinona (GTN) e anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs) 

para reduzir a inflamação, como a nimesulida (NMS) e o piroxicam (PRX). Apesar de 

todos esses medicamentos estarem disponíveis e serem predominantemente 

recomendados por via oral, esta pode ser uma forma não conveniente de 

administração para uma ampla gama de pacientes (BOURDON et al., 2016). Além 

disso, os pacientes que fazem o uso de GTN por via oral sofrem de efeitos adversos 

androgênicos (MAIA et al., 2015); DNG oral pode causar precordialgia, náusea e 

irritabilidade (PETRAGLIA et al., 2012); e o uso de AINEs orais está associado a 

maior risco de problemas estomacais como náusea ou outros efeitos colaterais 

como a toxicidade hepática, renal e gastrointestinal (BROWN et al., 2017). Dentro 

deste contexto, o desenvolvimento de formulações em vias não orais simples 

poderia melhorar a qualidade de vida do paciente e fornecer certas vantagens sobre 

outros tratamentos (BOURDON et al., 2016; MAIA et al., 2015).  

A administração desses fármacos na mucosa vaginal pode ser promissora 

para o tratamento da DPAE. Esta via possui vantagens devido à presença de uma 

elevada area de superfície, com uma rede densa de vasos sanguíneos. Além disso, 

os efeitos adversos causados pela absorção gastrointestinal e o metabolismo de 

primeira passagem pelo fígado são evitados (SRIKRISHNA, CARDOZO, 2013). 
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Atualmente, ainda não existe um sistema de liberação intravaginal comercial 

contendo DNG, GTN, NMS ou PRX para o tratamento da DPAE. Contudo, existem 

estudos para a GTN em que rotas não-orais foram desenvolvidas, como implantes 

subdérmicos (COUTINHO; AZADIAN-BOULANGER, 1988) ou cremes vaginais não 

industriais (BOURDON et al., 2016). Um estudo clínico de Maia e colaboradores 

(2015) avaliou o uso do creme vaginal de GTN em associação com o uso oral do 

extrato de Pinus pinaster e resveratrol e comprovou a eficácia dessa associação no 

tratamento da DPAE.   

Além da falta de cremes intravaginais comerciais contendo DNG, GTN, NMS 

e PRX, o desenvolvimento de veículos semissólidos é demorado devido a diversos 

parâmetros que podem afetar a permeabilidade do fármaco através da membrana 

mucosa. Ao considerar a sua composição para os processos farmacêuticos, a 

mesma precisa ser de baixo custo e de fácil acesso (MAIA et al., 2015). Desta 

forma, encontramos alguns excipientes para a permeação como o Pentravan® 

(Fagron, Brasil), disponível no mercado. Trata-se de uma emulsão óleo em água 

com tecnologia lipossomal que possui vantagens como estabilidade física e maior 

capacidade para carregamento de fármacos (KIRILOV et al., 2016). Foi 

desenvolvido inicialmente para aplicações transdérmicas, incluindo substâncias não 

esteroidais (ALMEIDA et al., 2015; POLONINI et al., 2014). Recentemente, tem sido 

avaliado para a liberação vaginal de substâncias como o resveratrol (POLONINI et 

al., 2015), o danazol (MAIA; HADDAD; CASOY, 2014) e a própria GTN (estudo 

clínico) (MAIA et al., 2015). Entretanto, nenhum artigo avalia a permeação vaginal de 

DNG, GTN, NMS e PRX combinada com Pentravan® para o tratamento da DPAE. 

Nesse sentido, o objetivo do trabalho foi avaliar a viabilidade de se usar a 

administração intravaginal de DNG, GTN, NMS e PRX em pacientes com DPAE. 

Para este propósito, metodologias analíticas por cromatografia em fase líquida de 

alta eficiência (CLAE) foram validadas para a quantificação dos princípios ativos. 

Além disso, ensaios de permeação foram realizados em mucosa suína através de 

modelo ex vivo.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 Endometriose 

 

 

A endometriose é caracterizada pela presença de endométrio fora da 

cavidade uterina, o que induz a uma reação inflamatória crônica. Essa resposta é 

acompanhada por angiogênese, infiltração nervosa, adesão, fibrose e distorção da 

anatomia pélvica (GIUDICE, 2010). As localizações mais comuns do tecido 

endometriótico ectópico são na cavidade pélvica (peritônio, ovários, intestino, bexiga 

e septo retovaginal) e, em casos raros, no diafragma, na pleura e no pericárdio 

(PAVONE; LYTTLE, 2015). 

A etiopatogenia ainda não está bem estabelecida. Existem algumas hipóteses 

sobre como as lesões endometrióticas se desenvolvem. A teoria da menstruação 

retrógrada (Figura 1) foi estabelecida em 1927 e foi reconhecida como teoria de 

Sampson. Nesta, o refluxo do tecido endometrial ocorre através das trompas de 

falópio, durante a menstruação, com subsequente implantação e crescimento desse 

tecido na cavidade pélvica (GONÇALVES, 2016). Esses fragmentos endometriais 

também podem ser disseminados para outros locais ectópicos através da circulação 

hematogênica ou linfática (PARASAR; OZCAN; TERRY, 2017). 

A menstruação retrógrada é um fator comum entre mulheres no período 

menstrual, entretanto, o aparecimento da endometriose não é evidenciado em todos 

os casos. Dessa forma, a diferença entre mulheres com e sem a doença pode estar 

relacionada a taxas variáveis de implantação de células endometriais e não à 

ocorrência da menstruação retrógrada em si. A persistência dessas lesões e a 

proliferação e manutenção dessas células depositadas na cavidade pélvica podem 

ser influenciadas pelo ambiente hormonal, inflamatório ou imunológico (PARASAR; 

OZCAN; TERRY, 2017). 

  



76 
 

 
Figura 1. Teoria da menstruação retrógrada: refluxo do tecido endometrial através das trompas de 
falópio durante a menstruação. 
Fonte: TONSA, 2018. 
 
 

A associação entre a endometriose e a idade da menarca e o uso de 

contraceptivos orais sugerem uma associação hormonal à prevalência da doença 

em mulheres em idade reprodutiva. Esta teoria não é independente da teoria da 

menstruação retrógrada, já que os níveis hormonais podem influenciar o volume do 

fluxo menstrual ou promover a sobrevivência de implantes endometriais fora do 

útero. Além disso, mulheres com o sistema imunológico comprometido podem ter 

mais placas endometriais fora do útero do que mulheres com a função imune normal 

(FARLAND et al., 2017). 

Alternativamente, a etiologia da endometriose encontra-se ligada à influência 

de fatores genéticos. Estes contribuem com cerca de metade da variação no risco 

de endometriose, com uma estimativa de hereditariedade de 51 %. O gene WNT4, 

por exemplo, é um marcador de interesse em estudos genômicos. O mesmo é 

importante para o desenvolvimento do sistema reprodutor feminino e para a 

esteroidogênese (VERCELLINI et al., 2014). Outra variação genética associada ao 

risco de endometriose está presente no cromossomo 2q13. Este reside em uma 

região rica em genes inflamatórios e a expressão alterada desses genes pode 

alterar a regulação de proteínas inflamatórias. Estas variações genéticas podem 

interferir na resposta inflamatória presente no ambiente peritoneal, condição que 

facilita a progressão das lesões endometriais (GAJBHIYE et al., 2018). 
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Outra teoria aceita para a endometriose é a metaplasia celômica. Esta postula 

que a endometriose possui origem a partir da metaplasia de células especializadas 

que estão presentes no revestimento mesotelial do tecido visceral e do peritôneo 

abdominal. Fatores hormonais ou imunológicos são capazes de estimular a 

transformação de células do tecido peritoneal em tecido semelhante ao endométrio 

(SOURIAL; TEMPEST; HAPANGAMA, 2014).  

A incidência de endometriose em diferentes estudos varia entre 5-15 % em 

mulheres em idade reprodutiva e 2-5 % em mulheres na pós-menopausa, atingindo 

40 a 50 % em mulheres inférteis e até 90 % das mulheres com dor pélvica 

(BELLELIS; PODGAEC; ABRAO, 2014). A endometriose pode ser classificada em 

quatro estádios: I-mínimo, II-leve, III-moderado e IV- grave. Esta classificação 

depende da localização, da extensão e da profundidade dos implantes endometriais, 

da presença e severidade de adesões, da presença e do tamanho dos 

endometriomas ováricos (GIULIANE et al., 2015).  

 A condição inflamatória presente na endometriose é causada pela produção 

desregulada de estrogênio no tecido endometriótico ectópico e nas lesões 

endometrióticas. O estímulo à síntese de estrogênio local amplia o ambiente 

inflamatório e leva a uma superprodução de prostaglandinas (BULUN et al., 2015). 

Esta reação inflamatória crônica resulta no aparecimento da dor pélvica. Esta pode 

ser cíclica ou crônica, sendo a última definida como uma dor pélvica não menstrual 

com duração superior a seis meses e com intensidade capaz de causar 

incapacidade funcional ou requerer tratamento clínico ou cirúrgico (MARTINEZ et al., 

2013). A DPAE afeta aproximadamente 80 % das mulheres com endometriose 

(BULLETTI et al., 2010). Pesquisadores demonstraram que mulheres que sofrem de 

DPAE podem ter maior distúrbio psicológico e pior saúde mental e qualidade de vida 

do que as mulheres com endometriose assintomática ou sem endometriose 

(FACCHIN et al., 2016; FACCHIN et al., 2015;; POPE et al., 2015; CULLEY et al., 

2013).  
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2.1.1 Diagnóstico 

 

 

O quadro clínico da paciente com endometriose é variável. A paciente pode 

ser assintomática, apresentar infertilidade ou sintomas como dismenorreia severa, 

dispareunia profunda, dor pélvica crônica, dor ovulatória, disúria, disquezia e fadiga 

crônica (MORI et al., 2015; SCHRAGER; FALLERONI; EDGOOSE, 2013). Uma vez 

que os sintomas são inespecíficos, o diagnóstico da doença é difícil e tardio. O 

diagnóstico presuntivo pode ser realizado pela anamnese completa da paciente 

através da análise do histórico familiar, dos sintomas e de exames físicos e a partir 

de técnicas de imagem como a ecografia pélvica transvaginal e abdominal e a 

ressonância magnética Entretanto, o diagnóstico definitivo é realizado pela 

associação entre a laparoscopia e a confirmação histopatológica (DUNSELMAN et 

al., 2014).  

 

 

2.1.2 Tratamento 

 

 

O tratamento da endometriose tem como um dos seus principais objetivos o 

alívio das queixas e dos sintomas. O alívio da DPAE e a recuperação da fertilidade é 

realizado por meio de medicamentos e/ou cirurgia. O tratamento farmacológico é 

baseado no uso de anti-inflamatórios não esteroidais (AINES), danazol, 

contraceptivos orais (combinados ou não) e análogos do hormônio de liberação de 

gonadotrofnas (GnRH) e os progestágenos (SOARES et al., 2012). 

 Os AINES atuam inibindo a ciclo-oxigenase e diminuindo a produção de 

prostaglandinas no tecido. Dessa forma, reduzem o tônus uterino e as cólicas 

decorrentes do espasmo da musculatura lisa uterina (DARDES; MORAES; 

SANTOS, 2011). O danazol é um androgênio derivado da 17-etiniltestosterona que 

suprime as gonadotropinas e age inibindo a ovulação (GONÇALVES, 2016).  

Os anticoncepcionais orais, quando usados de maneira contínua, agem 

inibindo a ovulação e reduzindo a proliferação endometrial, limitando a produção de 

prostaglandinas. Os análogos do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) 

proporcionam um mecanismo de retroalimentação negativo na hipófise, inibindo a 
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síntese e a liberação do hormônio luteinizante (LH) e do hormônio folículo 

estimulante (FSH). Desta forma, esses análogos geram a amenorreia e a 

anovulação e induzem a um estado de baixos níveis de estrogênio, protegendo a 

paciente de um novo episódio de endometriose (CARVALHO et al., 2016).  

Os progestágenos sintéticos possuem efeito antimitótico dos progestativos e 

induzem a decidualização do endométrio eutópico bem como do endométrio em 

localização ectópica, com consequente atrofia das lesões de endometriose 

(RUHLAND et al., 2011; KAPPOU; MATALLIOTAKIS; MATALLIOTAKIS, 2010). As 

indicações terapêuticas dos progestativos englobam o controle da dor, a redução do 

tamanho das lesões e a diminuição das recorrências pós-cirúrgicas (SOARES et al., 

2012). 

 

 

2.1.2.1 Fármacos selecionados para o estudo 

 

 

 2.1.3.1 Dienogeste 

 

 

O DNG (Figura 2) está disponível no mercado nacional [Allurene(Bayer, 

Brasil)] e foi aprovado pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária e reconhecido 

como fármaco eficaz para o tratamento da endometriose. É derivado da C-19- 

noresterona e possui afinidade por receptores de progesterona. Este progestogênio 

cria um ambiente endócrino hipoestrogênico e hiperprogestogênico que, 

inicialmente, causa a decidualização do tecido endometrial ectópico e a atrofia das 

lesões com o tratamento continuado (SUGIMOTO et al., 2015).  
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Figura 2. Estrutura química de dienogeste. 

 

A dose recomendada de DNG por via oral é de 2 mg, uma vez ao dia. Embora 

esta dosagem seja capaz de induzir um estado anovulatório, a sua eficácia 

contraceptiva não foi avaliada. Portanto, recomenda-se a utilização de métodos 

contraceptivos não hormonais durante a duração da terapia com DNG. O fármaco é 

rapidamente absorvido por esta via e apresenta biodisponibilidade quase completa 

após a sua administração (MCCORMACK, 2010). Apresenta meia-vida de 

aproximadamente 10 horas e distribuição sistêmica ligada à albumina. O seu 

metabolismo é realizado principalmente pela enzima do citocromo P450 (CYP) 

CYP3A4, forma metabólitos endocrinologicamente inativos e é excretado 

predominantemente na urina. Em relação aos efeitos adversos, o principal é o 

sangramento vaginal irregular que parece ser minimizado com a persistência do 

tratamento (PINTO, 2016). Outras reações mais comuns são: cefaleia, náusea, 

precordialgia, humor deprimido e acne (PETRAGLIA et al., 2012). 

 

 

2.1.3.2 Gestrinona 

 

 

A GTN (Figura 3) é um hormônio esteróide sintético derivado da 19-

nortestosterona. Foi originalmente desenvolvida como um contraceptivo oral para 

mulheres e não apresenta vantagens significativas em relação a outros 

anticoncepcionais. Devido aos seus efeitos anabólicos, é o único progestogênio 
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comercializado incluído na lista proibida de fármacos para melhorar o desempenho 

no esporte (BRUN et al., 2010). 
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Figura 3. Estrutura química de gestrinona. 

 

Atualmente, a GTN é utilizada no tratamento da endometriose. Esta é capaz 

de reduzir a concentração plasmática de globulinas de ligação de hormônios sexuais 

e pode ser considerada como androgênica, antiprogestogênica e antiestrogênica. A 

administração é realizada por via oral, semanalmente (uma a quatro vezes), na dose 

de 2,5 a 10 mg. O efeito clínico é obtido pela supressão da ovulação, que leva a 

amenorreia ou oligomenorreia. A GTN mostra-se bastante efetiva no tratamento da 

endometriose, quando administrada por mais de 6 meses. Entretanto, 57 % dos 

pacientes apresentam recorrência dos sintomas após 12 meses do tratamento. A 

regressão é observada, mas não há o desaparecimento dos focos endometrióticos 

(GONÇALVES, 2016).  

A GTN possui um tempo de meia-vida de aproximadamente 28 h quando 

ingerido oralmente, sendo metabolizada pelo fígado e excretado pela urina e pelas 

fezes. Seus efeitos adversos apresentam baixa tolerabilidade e são representados 

por: seborréia, acne, ganho de peso, hipotrofia mamária, alteração da voz e 

aumento do colesterol e de triglicerídeos (MAIA et al., 2015). 

 

 

2.1.3.3 Nimesulida 

 

 

A NMS (Figura 4) é um AINE pertencente à classe das sulfonamidas. A 

presença de um grupamento sulfonamida em sua estrutura favorece para que o 
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fármaco seja um inibidor mais seletivo para a ciclo-oxigenase do tipo 2 (COX-2) do 

que para a ciclo-oxigenase do tipo 1 (COX-1) e apresente características anti-

inflamatórias, analgésicas e antipiréticas (HUERTA; ABERTURAS; MOLPECERES, 

2015). 
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Figura 4. Estrutura química de nimesulida. 

 

A NMS é bem absorvida quando administrada por via oral e a presença 

de alimentos no estômago não reduz a sua taxa de absorção. Possui um tempo 

de meia-vida de 3 a 6 horas, sendo biotransformada no fígado, através das 

enzimas do citocromo P450, em que a CYP2C9 e CYP2C19 estão 

envolvidas nas reações de hidroxilação. O seu metabólito principal é a 4-

hidroxinimesulida, que é ainda ativo farmacologicamente. Aproximadamente 98 % 

do fármaco é excretado na urina, num período de 24 h (CUNHA, 2017).  

Assim como os demais AINEs, o uso oral da NMS pode causar efeitos 

adversos como a toxicidade hepática, renal e gastrointestinal e problema estomacal 

como a náusea (BROWN et al., 2017). 

 

 

2.1.3.4 Piroxicam 

 

 

O PRX (Figura 5) é classificado como um AINE e possui propriedades anti-

inflamatórias, analgésicas e antipiréticas. Age inibindo reversivelmente as enzimas 

COX-1 e COX-2, de forma não seletiva. É prescrito para o tratamento de diversas 
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doenças, tais como artrite reumatóide, osteoartrite, distúrbios musculoesqueléticos, 

gota, dismenorréia primária e endometriose (SANTOS et al., 2011). 
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Figura 5. Estrutura química de piroxicam. 

 

Segundo a ANVISA, os medicamentos referência do PRX presentes no 

mercado brasileiro são o Feldene®, produzido pela Pfizer, e o Floxicam®, produzido 

pela Neoquímica. O primeiro é comercializado nas formas farmacêuticas cápsula, 

comprimidos, supositórios, solução injetável e gel. O Floxicam®, por sua vez, está 

disponível apenas em cápsula (BRASIL, 2011). 

O PRX é classificado como um fármaco de classe II, de acordo com o 

Sistema de Classificação Biofarmacêutico. Dessa forma, apresenta baixa 

solubilidade em pH fisiológico e alta permeabilidade pela membrana intestinal. Por 

apresentar baixa solubilidade em pH fisiológico, quando administrado por via oral, 

possui absorção lenta e irregular e demora de três a cinco horas após a sua 

administração para alcançar níveis plasmáticos máximos (PEREIRA, 2012). 

A dose diária habitual de PRX varia entre 10 e 20 mg, mas a dose diária 

máxima é de 20 mg. Apresenta alta ligação às proteínas plasmáticas (99 %) e uma 

longa meia-vida de eliminação, com média de 50 h (FDA, 2018). É metabolizado 

pela CYP2C9, enzima responsável pela formação do seu principal metabólito, o 5’-

hidroxi-piroxicam. Este é considerado inativo e é excretado na urina 

(predominantemente) e nas fezes (MOYSÉS, 2016).  

Os efeitos adversos apresentados pelo PRX são dor e desconforto abdominal, 

estomatite, constipação, diarreia, anorexia, indigestão, sangramento gastrointestinal, 

úlcera, edema, pancreatite, insuficiência cardíaca, infarto do miocárdio e 

fotossensibilidade (PEREIRA, 2012).  
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2.2 A mucosa vaginal como via de administração para fármacos 

 

 

2.2.1 Anatomia, fisiologia e histologia da vagina 

 

 

A vagina é o órgão genital feminino cujas funções estão relacionadas com a 

relação sexual, a concepção e a liberação da menstruação. É um órgão tubular, 

fibromuscular, que se estende desde o cérvix do útero até o vestíbulo vaginal, com 

dimensões variando de 8,4 a 11,3 cm de comprimento e 2,1 a 5,0 cm de diâmetro, 

localizada entre a bexiga e o reto (Figura 6) (PEREIRA; RUSCHI, 2012). A parede 

vaginal é formada por inúmeras pregas transversais, conferindo-lhe características 

distensíveis, além de aumentarem consideravelmente a área de superfície vaginal. 

Possui uma excelente elasticidade devido à presença de fibras elásticas lisas em 

sua musculatura. A sua irrigação sanguínea é realizada por ramos da artéria uterina, 

pela artéria vaginal e por ramos provenientes da artéria ilíaca interna (CARDOSO, 

2013). 

 

 

Figura 6. Sistema reprodutor feminino.  

Fonte: ALMEIDA, 2015. 

 

O tecido vaginal é composto por quatro camadas distintas: epitélio escamoso 

estratificado, lâmina própria, camada muscular e adventícia (Figura 7). A camada 

mais superficial é composta por um epitélio escamoso estratificado não 
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queratinizado, integrado por uma camada rica em glicogênio e outros tipos de 

células como os macrófagos e as células de Langerhans. Sua espessura varia de 

150 a 200 µm, o que corresponde a 30-45 camadas de células não queratinizadas, 

que podem ser identificadas em cinco camadas diferentes: camada basal, 

parabasal, intermédia, transicional e superficial, intimamente unidas por 

desmossomas e tight junctions (proteínas transmembranares presentes no espaço 

intercelular). O epitélio escamoso encontra-se circundado por tecido conectivo, 

conhecido como lâmina própria, que desempenha um papel importante na sua 

manutenção e resposta a agressões. Esta camada é constituída de fibroblastos, 

fibras elásticas e colágenas, vasos, nervos e células de defesa. Logo abaixo, 

encontra-se a camada muscular, composta por fibras de músculo liso circular e 

longitudinal. E por fim, a túnica adventícia, formada por tecido conetivo, contendo um 

elevado suprimento sanguíneo, linfático e nervoso (MACHADO et al., 2015). 

 

 

Figura 7. Mucosa vaginal humana. A. Esquema. B. Histologia (coloração por hematoxilina-eosina, 

aumento de 20x). 

Fonte: adaptado de ALMEIDA, 2015. 

 

Embora seja referida como um tecido mucoso, a vagina não possui glândulas 

secretoras. A superfície úmida deste tecido é composta por uma mistura de fluidos 
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provenientes de um número de fontes diferentes (VANIĆ; ŠKALKO-BASNET, 2013), 

principalmente das secreções glandulares do cérvix, da transudação vaginal, das 

glândulas de Bartholin e Skene, das células epiteliais esfoliadas e de urina residual. 

Neste sentido, o fluido vaginal é constituído por 90-95% de água, sais orgânicos e 

inorgânicos, ureia, glicerol, albumina, enzimas, leucócitos e detritos epiteliais. A 

produção diária normal corresponde a aproximadamente 6g/dia ou 0,5 a 0,75 mL 

(CARAMELLA et al., 2015). O muco cervical apresenta funções fisiológicas como 

manter a lubrificação e a hidratação do epitélio, servir como barreira em relação a 

agentes patogênicos e substâncias nocivas e permitir a troca de gases e nutrientes 

com epitélios adjacentes (PEREIRA; BRUSCHI, 2012).  

 O ambiente vaginal é caracterizado por um pH que varia entre os 3,5 – 4,5 

durante a idade fértil de uma mulher saudável, mas pode variar ao longo dos 

diferentes estágios do ciclo menstrual e de acordo com a quantidade de muco 

cervical presente. A manutenção deste pH é realizada por espécies de Lactobacillus 

presentes na microbiota vaginal, uma vez que, transformam o glicogênio sintetizado 

pelas células epiteliais em ácido láctico). Esses micro-organismos possuem um 

papel importante na prevenção e no controle da proliferação de micro-organismos 

patogênicos, uma vez que aderem ao muco vaginal, formando uma barreira que 

previne a colonização por patógenos, competem por receptores nas células epiteliais 

e produzem compostos bactericidas como o peróxido de hidrogênio (CARAMELLA 

et al., 2015).  

O ecossistema vaginal é complexo, sendo a composição do muco, a 

espessura do epitélio e o pH influenciados por fatores como a idade, os níveis 

hormonais, a gravidez e as alterações na microbiota (ANWAR; CAMARDA; 

KIEWEG, 2015).  

 

 

2.2.2 A absorção de fármacos na mucosa vaginal 

 

 

A absorção de fármacos na mucosa vaginal ocorre em duas etapas principais: 

dissolução do fármaco no fluido vaginal e penetração no epitélio (SRIKRISHNA; 

CARDOZO, 2013). O mecanismo de transporte da maioria das substâncias ativas 

absorvidas através da mucosa vaginal é a difusão passiva. Os compostos lipofílicos 
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atravessam a camada epitelial pela via intracelular, enquanto os hidrofílicos por via 

intercelular, ou através dos poros aquosos presentes na mucosa vaginal (NEVES; 

BAHIA, 2006). 

 

 

2.2.3 Formulações de aplicação vaginal 

 

 

A administração no canal vaginal é realizada por uma variedade de formas 

farmacêuticas, distribuídas na forma de materiais sólidos monolíticos como anéis 

intravaginais e materiais moles e semissólidos como géis, cremes, supositórios, 

filmes e comprimidos dissolvidos (KATZ; YUAN; GAO, 2015). 

Os produtos vaginais comerciais e em desenvolvimento introduzem uma 

variedade de medicamentos destinados ao uso sistêmico (por exemplo, hormônios 

anticoncepcionais) (GIGLIO et al., 2017) e ao uso tópico (por exemplo, 

espermicidas, agentes contra infecções do trato urinário e infecções causadas por 

Candida sp. medicamentos para vaginose bacteriana, entre outros). Atualmente, 

existe muita atividade voltada para o desenvolvimento de produtos 

quimioterapêuticos (OLIVEIRA; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2015) e que fornecem 

medicamentos denominados microbicidas. Estes atuam topicamente no ambiente 

vaginal para inibir a infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) 

transmitido sexualmente e/ou outros patógenos como o vírus do papiloma humano 

(HPV) e o vírus do herpes simplex (KATZ; YUAN; GAO, 2015). 

A administração vaginal de fármacos possui vantagens devido à presença de 

uma elevada área de superfície, com uma rede densa de vasos sanguíneos. A via 

permite o uso de regimes de dosagem prolongada, doses diárias mais baixas e a 

liberação contínua do fármaco. Os intervalos prolongados entre as doses podem ser 

mais convenientes do que a ingestão oral diária e, consequentemente, pode 

melhorar a aderência do paciente ao tratamento. Além disso, evita a absorção 

gastrointestinal e o efeito de primeira passagem pelo fígado. Entretanto, algumas 

desvantagens devem ser consideradas, como: sensibilidade cultural, higiene 

pessoal, possível irritação local em alguns casos e influência da relação sexual. 

Além disso, a variabilidade na absorção do fármaco relacionada com o ciclo 

menstrual, a menopausa e a gravidez, pode limitar a utilização desta via. 
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Finalmente, uma barreira intransponível é que a especificidade de gênero restringe a 

administração ao sexo feminino (SRIKRISHNA, CARDOZO, 2013). 

 

 

2.2.4 Fatores que afetam a permeabilidade vaginal 

 

 

Alguns fatores associados à fisiologia vaginal e ao perfil da formulação podem 

influenciar na dissolução e na absorção do fármaco (CHOUDHURY; DAS; KAR, 

2011). Propriedades fisico-químicas, tais como peso molecular, lipofilicidade, 

ionização, carga superficial e a natureza química podem influenciar na absorção do 

fármaco no epitélio vaginal (SARMENTO et al., 2012). Substâncias lipofílicas de 

baixo peso molecular são melhor absorvidas do que lipofílicas de alto peso 

molecular ou hidrofílicas. Entretanto, as mesmas devem conter um certo grau de 

hidrosolubilidade, uma vez que o líquido vaginal contém grande quantidade de água 

(HUSSAIN; AHSAN, 2005). 

Quando a ação sistêmica de um medicamento é desejável, vários fatores 

fisiológicos devem ser levados em consideração. A idade é o melhor biomarcador 

das características da camada superficial do epitélio. Algumas mudanças na 

espessura do epitélio podem ocorrer com o tempo, assim como na junção das 

células e na composição e organização dos lipídeos no espaço intercelular. Essas 

características, assim como a concentração de enzimas e a produção do fluido 

vaginal, podem influenciar na permeabilidade do fármaco (MACHADO et al., 2015). 

O volume e a viscosidade dos fluidos vaginais também podem ser afetados pela 

idade, por mudanças hormonais e pela estimulação sexual. A absorção pode ser 

aumentada para fármacos pouco solúveis em água, quando o volume do fluido 

vaginal é maior. No entanto, a presença de muco cervical excessivamente viscoso 

pode remover o fármaco da cavidade vaginal. O pH do fluido também é um fator 

crítico uma vez que pode alterar o grau de ionização de ácidos e bases fracas 

(VANIĆ; ŠKALKO-BASNET, 2013). 

Algumas estratégias tendem a aumentar a sua permeabilidade de fármacos 

vaginais, como a utilização de substâncias promotoras de permeação, modificadores 

da solubilidade e agentes mucoadesivos. Os promotores de permeação são capazes 

de diminuir a barreira de penetração, sendo representados por agentes tensoativos 
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não iônicos, sais biliares, cloreto de benzalcônio, ácido hialurônico, polietilenoglicol e 

etoxidiglicol. Os modificadores da solubilidade agem por adição de agentes 

solubilizantes como o ácido cítrico, o etilenodiaminotetraacetato, o metafosfato de 

sódio, a polivinilpirrolidona, o sorbitano, o Tween® 80, o polioxietileno, e a 

ciclodextrina. Os agentes mucoadesivos permitem um contato próximo da 

formulação com a superfície da mucosa vaginal, promovendo a aderência e a 

permanência contínua e prolongada da forma de dosagem no local de aplicação. 

Estes agentes podem ser representados por policarbofil, ácido hialurônico, 

quitosana, alginato de sódio, tragacanto, carbômero, acácia, carboximetilcelulose de 

sódio ou outros derivados de celulose, Carbopol® 974P-NF, Carbopol® 971P-NF e 

outros copolímeros do ácido acrílico (DOBARIA; MASHRU; VADIA, 2007).  

Diversas outras técnicas podem ser utilizadas no intuito de bloquear os 

fatores que afetam a permeabilidade vaginal. Estas podem ser exemplificadas como: 

a administração de géis termossensíveis, incluindo a dispersão do medicamento no 

gel com uma concentração maior que o seu valor de solubilidade; as nanopartículas, 

os lipossomas e complexos de ciclodextrina carregados com fármaco disperso 

(PEREIRA; BRUSCHI, 2012).  

 

 

2.3 Avaliação da qualidade de produtos vaginais na forma de dosagem 

semissólida 

 

 

A United States Pharmacopeia (USP) define claramente que o desempenho 

de medicamentos de uso tópico, incluindo os produtos de administração vaginal, 

deve ser avaliado através do ensaio de liberação de fármaco in vitro. Esse ensaio 

deve ser realizado em sistemas de células de difusão vertical, que por sua 

simplicidade, podem fornecer medições confiáveis e reprodutíveis da liberação do 

fármaco a partir da formulação. As células de Franz representam um sistema de 

referência na metodologia da USP (MACHADO et al., 2015), sendo o seu 

funcionamento descrito no capítulo 1 deste trabalho. 

Algumas considerações devem ser avaliadas para os sistemas de 

administração de fármacos vaginais. A temperatura fisiológica durante o ensaio deve 

ser mantida (37 ± 2 ° C) e os fluidos receptores devem ser selecionados para que 
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mimetizem as condições in vivo. Tampões de pH levemente ácido (tampões de 

fosfato ou acetato; pH 4,0-4,5) e simuladores de fluidos vaginais (pH 4,2)  são 

comumente aplicados como meio de dissolução. Ocasionalmente, o meio pode ser 

constituído de tampões de pH ligeiramente superior, simulando condições 

patológicas (pH> 4,5) (JUG et al., 2018). Quando o composto ativo for insolúvel ou 

pouco solúvel em meio aquoso, pode ser necessário o acréscimo de surfactantes, 

agentes complexantes (como ciclodextrinas) ou solventes orgânicos ao meio de 

dissolução (OLEJNIK; GOSCIANSKA; NOWAK, 2012). 

As recomendações da USP apontam para o uso de membranas sintéticas, 

inertes e altamente permeáveis durante os testes de liberação. Entretanto, o 

interesse em realizar estudos de permeabilidade utilizando membranas biológicas é 

evidente. Estas são mais semelhantes às condições in vivo e o seu uso pode 

fornecer informações sobre a biodisponibilidade do fármaco (KULKARNI et al., 

2016). Para a estimativa da permeação do fármaco através do tecido vaginal, vários 

modelos podem ser utilizados, incluindo modelos in vitro, ex vivo e in vivo. Devido às 

limitações e às questões éticas relacionadas ao manejo de animais, cultura de 

células e explantes de tecido são mais comumente utilizados nos ensaios 

(MACHADO et al., 2015).  

O tecido humano não é utilizado como primeira escolha, uma vez que, só 

estaria disponível a partir de cadáveres, o que limitaria a permeação à medida que 

as células começassem a perder as suas características (ALVES et al., 2018). 

Entretanto, esta rota pode ser facilmente explorada pelo modelo porcino ex vivo, 

pois há uma excelente correlação de permeabilidade e resposta tecidual entre 

tecidos vaginais humanos e suínos, em termos de histologia, estrutura, composição 

e organização da barreira de permeabilidade (SQUIER et al., 2008).   
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Geral 

 

 

Avaliar a viabilidade da administração intravaginal de DNG, GTN, NMS e PRX 

em pacientes com DPAE. 

 

 

3.2 Específicos 

 

 

Inserir os fármacos avaliados em uma base comercial; 

Validar métodos analíticos por cromatografia em fase líquida de alta eficiência 

(CLAE) para a quantificação dos princípios ativos (PAs) nas formulações e nos 

ensaios realizados; 

Estudar a solubilidade dos PAs em meio receptor Hank’s; 

Realizar o ensaio de permeação dos PAs em mucosa vaginal suína; 

Calcular o balanço de massas do estudo, determinando a concentração de 

fármaco no meio receptor, no bastão de espalhamento e na mucosa vaginal; 

Estudar a cinética de liberação dos fármacos, aplicando os modelos de ordem 

zero, primeira ordem, Higuchi e Hixson-Crowell; 

Descrever os valores do fluxo em estado estacionário, o tempo de latência e o 

coeficiente de permeabilidade para cada fármaco; 

Comparar o fluxo no estado estacionário com o fluxo alvo necessário para se 

obter uma resposta farmacológica; 

Determinar a porcentagem permeada de cada fármaco, por dose aplicada, no 

período de 24h; 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Reagentes e padrões analíticos 

 

 

No preparo da fase móvel para as análises por CLAE, foram empregados a 

acetonitrila e o metanol, todos de grau CLAE (Sigma, EUA). Para o preparo do meio 

receptor, foram utilizados: cloreto de cálcio, sulfato de magnésio, cloreto de potássio, 

hidrogenofosfato de potássio, cloreto de sódio, hidrogenofosfato dissódico e D-

glucose, todos de grau analítico, provenientes da empresa Sigma-aldrich (EUA). 

Água ultrapura, obtida de um sistema AquaMAX – Ultra 370 Series (Young Lin 

Instrument, Coréia do Sul), com resistividade em torno de 18,2 MΩcm, foi utilizada 

durante as análises. DNG, GTN, NMS, PRX, etoxidiglicol e Pentravan® foram 

gentilmente doados pela Fagron (Brasil). Os padrões de referência utilizados foram 

da USP. 

A fase móvel e o meio receptor foram filtrados à vácuo em membrana de filtro 

de fluoreto de polivinilideno (Sartorius, Alemanha) com porosidade de 0,45 µm e 

degaseificados em banho de ultrassom (Cristófoli, Brasil) por 30 min antes do uso. 

Todas as soluções preparadas para o padrão e a amostra foram filtradas em 

membrana de celulose regenerada (Macherey-Nagel, Alemanha) de 0,45 µm de 

porosidade e transferidas para frascos cromatográficos antes das injeções no 

sistema.  

 

 

4.2 Manipulação das formas farmacêuticas  

 

 

O teor de fármaco de cada formulação foi: DGN 0,2 % (m/m), GTN 0,5 % 

(m/m), NMS 2,0 % (m/m) e PRX 2,0 % (m/m). Cada ingrediente farmacêutico ativo 

foi exatamente pesado em balança analítica digital (AY220, Shimadzu, Japão), 

triturado e combinado com um máximo de 1,0 % de etoxidiglicol e, em seguida, 

Pentravan® foi adicionado geometricamente e misturado. Os produtos foram 

passados através de um moinho de rolo (Exakt 50, EUA), depois misturados pela 
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segunda vez, coletados e embalados em distribuidores opacos sem ar (Emphasys, 

Brasil). Todos os produtos foram armazenados à temperatura ambiente ao longo dos 

estudos. 

 

 

4.3 Métodos analíticos por CLAE/UV 

 

 

As análises por CLAE foram realizadas em um sistema cromatográfico 

qualificado e calibrado Agilent 1260 Infinity (EUA) composto por: bomba binária, 

detector de arranjo de fotodiodos (DAD), injetor automático, compartimento de 

coluna e software de controle. As condições cromatográficas utilizadas foram 

determinadas por prévios desenvolvimentos realizados pelo grupo de pesquisa e 

podem ser observadas na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Condições cromatográficas utilizadas nos métodos analíticos.  

Fármaco  Coluna C18  Fase móvel  Fluxo 

(mL.min-1)  

λ  

(nm)  

Tempe-

ratura(C̊)  

DGN  150 x 4,6 mm, 

 5 µm  

H2O: ACN 60:40 (v/v)  1,0 280 ----- 

GTN  250 x 4,6 mm, 

 5 µm  

MeOH:H2O: ACN 50:30:20 (v/v/v)  1,5 323 ----- 

NMS  150 x 3,9 mm, 

 5 µm  

H2O: ACN 50:50 (v/v)  1,8 220 ----- 

PRX  150 x 4,6 mm, 

 5 µm  

Na2HPO4 0.05M pH3,5: H2O: ACN 

55:30:15 (v/v/v)  

1,5 248 40 

H2O: água; ACN: acetonitrila; MeOH: metanol; Na2HPO4: fosfato de sódio dibásico; volume de 

injeção: 20 µL; pré-coluna:  C18, 4.0 x 3.0 mm, 5 µm. 
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4.4 Validação dos métodos analíticos 

 

 

Antes de serem utilizados em nosso estudo, os métodos foram validados 

conforme as diretrizes do INMETRO (2011) e a Resolução RDC nº 899 (BRASIL, 

2003). Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os passos 

anteriormente descritos na seção 4.4 do capítulo primeiro. Os parâmetros avaliados 

foram: especificidade, linearidade, limite de detecção (LD) e limite de quantificação 

(LQ), precisão e exatidão.  

 

 

4.5 Estudo da solubilidade de DNG, GTN, NMS e PRX em meio receptor Hank’s 

 

 

O meio receptor utilizado para os ensaios de permeação foi uma solução de 

sal equilibrada de Hank’s. Esta solução possui a seguinte composição: cloreto de 

cálcio (0,1396 g.L-1), sulfato de magnésio (0,09767 g.L-1), cloreto de potássio (0,4 

g.L-1), hidrogenofosfato de potássio (0,06 g.L-1), cloreto de sódio (8,0 g.L-1), 

hidrogenofosfato dissódico (0,04788 g.L-1) e D-glucose (1,0 g.L-1) (CARDOZO, 

2013). 

Para realizar o estudo da solubilidade de DNG, GTN, NMS e PRX, foram 

exatamente pesados 10 mg do princípio ativo em tubos de ensaio, onde 10 mL do 

meio receptor foi adicionado. Os tubos foram deixados em banho ultrassônico por 30 

min e então incubados em estufa a 37 ºC (Nova Ética, Brasil) por 12 h. 

Posteriormente, eles foram centrifugados a 20.000 × g (Excelsa Baby, Brasil), o 

sobrenadante diluído em uma proporção 0,5:10 (v/v), seguido por transferência para 

vials cromatográficos para a quantificação, segundo as condições do método 

desenvolvido para a formulação.  
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4.6 Preparo do tecido vaginal 

 

 

 Os tecidos vaginais suínos foram cedidos pelo matadouro municipal de Juiz 

de Fora. Foram recolhidos, inspecionados visualmente para a garantia de que 

estavam íntegros e inalterados pelas condições de remoção. O transporte do 

material foi realizado rapidamente em ambiente isotérmico a 4 ºC. No laboratório, o 

isolamento inicial da mucosa foi realizado, limpando-se as vaginas e retirando a 

camada adiposa em excesso e o tecido conjuntivo com o auxílio de tesouras 

cirúrgicas e bisturi (Figura 8). As mucosas foram então lavadas em água purificada e 

solução salina, embrulhadas em Parafilm®, envolvidas por papel alumínio e 

armazenadas a -80 ºC antes do uso (não mais que 1 mês). Elas foram retiradas do 

congelador 30 min antes de serem usadas para descongelar, à temperatura 

ambiente. Posteriormente, foram cortadas em forma de discos para serem 

encaixadas nas células de difusão vertical. Este protocolo foi aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Juiz de Fora 

(Protocolo nº 021/2014, Anexo B). 

 

 

 

Figura 8. Mucosa vaginal utilizada nos ensaios de permeação. 

 

 

4.7 Estudo de permeação vaginal de DNG, GTN, NMS e PRX 

 

 

O ensaio de permeação ex vivo foi realizado em células de difusão vertical 

estáticas de 7 mL, com amostrador automático (Microette Plus®, Hanson Research, 
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EUA). A câmara receptora foi preenchida com o meio receptor. Os discos de 

mucosa vaginal suína, após o descongelamento, foram posicionados entre o 

compartimento doador e a solução receptora, evitando-se sempre a formação de 

bolhas. Acima da mucosa foi colocado um anel de teflon (150 mm de diâmetro 

interno) e este teve o seu orifício totalmente preenchido pela emulsão (n = 6 para 

cada formulação). Uma dose finita da formulação (70 mg) foi aplicada com o auxílio 

de uma pipeta de pressão positiva calibrada Pos-D MR-110 (Rainin, EUA) e foi 

distribuída uniformemente com um bastão de espalhamento de vidro sobre a 

superfície da membrana. O espalhador foi posteriormente rinsado com a fase móvel 

de cada método cromatográfico e a solução obtida foi analisada por CLAE para 

calcular a recuperação média do experimento. A área de difusão disponível foi de 

1,86 cm2. A formulação foi ocluída por disco de acrílico e o sistema foi fechado com 

uma garra metálica para evitar que o meio receptor evaporasse.  

O meio foi mantido a temperatura de 37 ± 2 °C durante todo o experimento, sob 

agitação (600 rpm) por meio de uma barra de agitação magnética. Alíquotas (1 mL) 

foram retiradas em intervalos regulares de tempos (1, 2, 4, 8, 16 e 24 h), recolhidas 

em vials cromatográficos e submetidas à análise por CLAE, de acordo com as 

condições estabelecidas para cada  método. Uma lavagem dos tubos de 

amostragem automática foi realizada com 1,5 mL do meio, 30 seg antes de cada 

coleta, e a agitação foi interrompida durante esta lavagem. As alíquotas retiradas 

foram repostas a cada coleta com meio receptor, à mesma temperatura, para manter 

o volume constante no interior das células. As concentrações correspondentes dos 

princípios ativos foram corrigidas para estabelecer a quantidade real de fármaco 

difundida no tempo t (Qreal,t). Essa correção foi realizada considerando a Equação 1:  

 

�����,� = ����������,� ∙ �� ∙ �� ∙ ∑ ��
���    (1) 

 

onde: Ccalculada,t é a concentração da amostra determinada no tempo t, Vr é o volume 

da célula de difusão, Va é o volume da alíquota e Ca é a concentração da alíquota. 
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4.7.1 Modelização dos perfis de liberação 

 

 

Quantidades cumulativas de GTN, DNG, NMS e PRX (μg) permeadas por 

unidade de área de superfície (cm2) foram plotadas em função do tempo (h) para a 

determinação dos perfis de liberação. A partir destes perfis, quatro modelos 

matemáticos foram aplicados para determinar a cinética de liberação. As 

quantidades cumulativas de difusão do fármaco por unidade de área (μg.cm-2) foram 

plotadas em relação ao tempo (h) para a cinética de ordem zero. As quantidades 

cumulativas de difusão de fármaco por unidade de área (μg.cm-2) foram plotadas 

contra a raiz quadrada do tempo (√ℎ) para o modelo de Higuchi. O logaritmo das 

quantidades cumulativas de difusão de fármaco por unidade de área (log μg.cm-2) foi 

plotado em relação ao tempo (h) para a cinética de primeira ordem. A raiz quadrada 

do fármaco não permeado (√μg.cm-2) foi plotada em relação ao tempo (h) para o 

modelo de Hixson-Crowell.  

Os coeficientes de determinação (R2) foram calculados e aqueles cujo valor 

foi superior a 0,99 foram considerados lineares e assumidos como o modelo capaz 

de descrever os fenômenos de liberação do fármaco. Para estes, o fluxo em estado 

estacionário (Js) foi determinado a partir da inclinação da reta obtida por regressão 

linear. O tempo de latência (TL, h) calculado representa o tempo necessário para 

que se atingisse o fluxo em estado estacionário. O coeficiente de permeabilidade 

(KP, cm.h–1) foi calculado a partir do fluxo de fármaco dividido pela concentração de 

fármaco aplicada no compartimento doador. A validade dos dados foi confirmada 

pela avaliação do balanço de massas, em termos de recuperação total dos 

princípios ativos durante os experimentos. 

 

 

4.7.2 Estimativa dos fluxos necessários para obter uma resposta farmacológica 

 

 

Os fluxos alvo (μg.cm–2.h–1) foram estimados de acordo com Bourdon e 

colaboradores (2016), a partir da Equação 2: 
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����� ���� =  
���� ���� ��á��� ×����������������������/��

á��� �� ���ó���� ×(�����)
 (2) 

 

na qual: a área de depósito é a área de aplicação do creme (cm2). 

 

 

4.7.3 Retenção de DNG, GTN, NMS e PRX na mucosa 

 

 

Após os experimentos de permeação, cada disco de mucosa foi retirado das 

células para analisar a retenção de fármaco. Os tecidos da mucosa foram cortados 

em pequenos pedaços com o auxílio de uma tesoura cirúrgica e colocados em tubos 

cônicos contendo 10 mL de fase móvel. Os tubos foram deixados em banho de 

ultrassom por 1 h e as soluções obtidas foram filtradas em membranas de 0,45 µm, 

transferidas para vials cromatográficos e analisadas por CLAE. As concentrações de 

DNG, GTN, NMS e PRX foram corrigidas para todas as diluições. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Validação dos métodos analíticos  

 

 

Anteriormente aos ensaios de permeação, os métodos por CLAE foram 

validados para garantir a qualidade e a confiabilidade dos dados. Os estudos de 

validação foram realizados utilizando as diretrizes da ANVISA (BRASIL, 2003) e do 

INMETRO (2011). Atualmente, foi publicada uma nova resolução RDC n 166 

(BRASIL, 2017) sobre a validação analítica no Brasil. Embora esta esteja em vigor, o 

trabalho foi iniciado antes da publicação da mesma e, portanto, segue a RDC n 899. 

Os dados obtidos para as curvas analíticas, bem como os limites de detecção 

e de quantificação foram apresentados na Tabela 2. O método dos mínimos 

quadrados obtido no estudo da linearidade apresentou valores dos coeficientes de 

determinação maiores que 0,99. Os dados foram avaliados através da ANOVA. O 

teste de significância da regressão gerou valores de Fcalculado maiores que Fcrítico e o 

teste da falta de ajuste valores de Fcalculado menores que Fcrítico. Portanto, pode-se 

afirmar, com 95 % de confiança, que existe uma relação linear entre as variáveis e 

que não existe falta de ajuste no modelo para a faixa de concentração estudada.  

Os LD e LQ forneceram a comprovação de que os intervalos de 

concentrações de trabalho escolhidos foram capazes de detectar e quantificar os 

princípios ativos com precisão e exatidão aceitáveis. 

 

Tabela 2. Resultados obtidos para a linearidade, LD e LQ. 
 

Princípio 

Ativo 

Linearidade   

Curva analítica R
2
 Fcal  

Regressão 

Fcal Falta 

de ajuste 

LD 

(µg.mL
-1

) 

LQ 

(µg.mL
-1

) 

DNG
a
 y = 1245,58x – 35,68  0,9971 4512,40 1,17 0,35 1,16 

GTN
b
 y =41,59x + 459,85 0,9963 3585,18 1,87 12,12 40,40 

NMS
c
 y = 19,18x + 5,74 0,9972 4676,69 0,75 0,45 1,50 

PRXd y = 43,69x + 25,71 0,9922 1657,52 1,46 3,62 12,05 

LD: Limite de detecção; LQ: Limite de quantificação; CV: coeficiente de variação.  
Intervalo (µg.mL

-1
): 

a
(7,00 – 13,00), 

b
(71,12 – 132,08), 

c
(14,42 – 26,78), 

d
(14,42 – 26,78). 

Limites de especificação: R
2
 > 0,99; ANOVA: Fcritico da regressão >>4,67; Fcritico da falta de ajuste 

<3,71.  
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Os dados obtidos para a especificidade, precisão e exatidão foram 

apresentados na Tabela 3. Os resultados da especificidade foram determinados pelo 

cálculo da porcentagem de discrepância. Todos os analitos apresentaram 

porcentagem de discrepância com valores inferior a 2 %. Dessa forma, não houve 

diferença significativa entre a quantificação do ativo no padrão e na formulação.  

O ensaio de precisão foi avaliado através da repetibilidade e da precisão 

intermediária. Todos os coeficientes de variação obtidos estão dentro do limite 

preconizado pela legislação (≤ 5 %). Isso comprovou a capacidade dos métodos de 

proporcionar resultados próximos para uma série de medidas de uma mesma 

amostra, nas mesmas condições experimentais (repetibilidade) e, sujeito a variações 

de analista e dia (precisão intermediária).  

A exatidão foi avaliada, para ambos os métodos, por meio do teste de 

recuperação. A taxa de recuperação média obtida encontrou-se dentro da 

especificação (entre 98 e 102 %). Esse resultado demonstra a capacidade do 

método de fornecer resultados próximos ao valor verdadeiro.  

 
Tabela 3. Resultados obtidos para a especificidade, precisão e exatidão. 
 

Princípio 

Ativo 

Especificidade                Precisão                                  Exatidão 

Discrepância 

(%) 

Repetibilidade 

(CV, %) 

Precisão intermediária 

(CV, %) 

Recuperação 

(%) 

DNG |0,48| 0,82 1,28 100,24 

GTN |1,32| 0,83 1,79 99,59 

NMS |0,99| 0,50 1,06 99,63 

PRX |1,52| 0,55 1,61 100,61 

CV: coeficiente de variação.  
Limites de especificação: discrepância < 2 %; repetibilidade e precisão intermediária < 5 % e 
recuperação = 100 % ± 2 %. 

 

Diante do estudo dos parâmetros de validação analítica, podemos dizer que os 

mesmos atenderam aos respectivos critérios de aceitação.  

 

 

5.2 Estudo da solubilidade de DNG, GTN, NMS e PRX em meio receptor Hank’s 

 

 

Os ensaios de permeação foram conduzidos de forma a utilizar a solução 

Hank’s, um dos meios receptores de escolha para os estudos com tecido vaginal 
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(CARDOZO, 2013). Primeiramente, a solubilidade dos fármacos na solução Hank’s 

foi determinada para confirmar que o meio não prejudicaria o processo de difusão. 

NMS e PRX apresentaram solubilidades (226,78 e 266,31 μg.mL-1, respectivamente) 

maiores do que DNG (39,49 μg.mL-1) e GTN (131,78 μg.mL-1). Entretanto, nenhuma 

concentração excessiva do fármaco atingiu o meio receptor durante os experimentos 

de permeação. A solução de Hank’s foi então considerada um meio apropriado para 

a permeação vaginal, sendo utilizada para os ensaios de permeação.  

 
 
 

5.3 Estudo de permeação vaginal de DNG, GTN, NMS e PRX 
 

 

A endometriose é uma condição inflamatória causada pela produção 

desregulada de estrogênio no tecido endometriótico ectópico e nas lesões 

endometrióticas. Esta reação inflamatória crônica resulta no aparecimento da dor 

pélvica, sintoma que afeta a qualidade de vida das mulheres (BULUN et al., 2015; 

FACCHIN et al., 2015; CULLEY et al., 2013). O seu tratamento farmacológico é 

baseado no uso de substâncias esteroidais que diminuam a dominância estrogênica 

como o DNG e a GTN e AINEs para reduzir a inflamação, como a NMS e o PRX.  

Apesar de todos esses medicamentos estarem disponíveis e serem 

predominantemente recomendados por via oral, esta pode ser uma forma não 

conveniente de administração para uma ampla gama de pacientes (BOURDON et 

al., 2016). Dentro deste contexto, a administração desses fármacos na mucosa 

vaginal pode ser promissora para o tratamento da DPAE.  

Um estudo clínico de Maia e colaboradores (2015) avaliou o uso do creme 

vaginal de GTN em associação com o uso oral do extrato de Pinus pinaster e 

resveratrol e comprovou a eficácia dessa associação no tratamento da DPAE.  Este 

trabalho estimula a investigação de formulações intravaginais comerciais contendo 

este princípio ativo.  

O desenvolvimento de veículos semissólidos é demorado devido a diversos 

parâmetros que podem afetar a permeabilidade do fármaco através da membrana 

mucosa (MAIA et al., 2015). Dessa forma, torna-se viável a utilização de excipientes 

disponíveis no mercado. Neste contexto, o Pentravan® (Fagron, Brasil) foi utilizado 

para a encorporar os PAs em estudo. Trata-se de uma emulsão óleo em água com 
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tecnologia lipossomal que possui vantagens como estabilidade física e maior 

capacidade para carregamento de fármacos (KIRILOV et al., 2016).  

Durante o preparo da formulação, a dosagem de DNG (0,2 %, m/m) e GTN 

(0,5 %, m/m) foi escolhida baseando-se em doses previamente recomendadas pelo 

produtor da base Pentravan® (Fagron, Brasil). A concentração de GTN também foi 

baseada na escolha realizada para a formulação no estudo clínico de Maia e 

colaboradores (2015). Enquanto isso, a dosagem de NMS e PRX (0,2 %, m/m) foi 

escolhida baseando-se nas doses orais diárias recomendadas para os mesmos. 

Os fármacos avaliados apresentam baixo peso molecular, com valores 

próximos (DNG = 311,425 g.mol-1, GTN = 308,421 g.mol-1, NMS = 308,308 g.mol-1 e 

PRX = 331,346 g.mol-1). Além disso, ambos apresentam um coeficiente de partição 

que os caracteriza com boa lipofilicidade (DNG = 3,37, GTN = 3,39, NMS = 2,6 e 

PRX = 2,2). Essas propriedades os tornam candidatos para que sejam absorvidos 

através da mucosa vaginal. Dessa forma, ensaios de permeação em mucosa vaginal 

suína foram realizados para os mesmos, durante um período de 24 h. 

Nos experimentos, todos os princípios ativos foram quantificados no meio 

receptor. As concentrações máximas dos fármacos dentro do meio receptor, durante 

os ensaios de permeação, foram consideravelmente menores do que as suas 

solubilidades máximas: 8,48 μg.mL-1 para DNG (4,6 vezes menor), 14,47 μg.mL-1 

para GTN (9 vezes menor), 1,26 μg.mL-1 para NMS (180 vezes menor) e 17,24 

μg.mL-1 para PRX (15 vezes menor). Isso permitiu que os parâmetros cinéticos 

envolvidos na liberação de GTN, DNG, NMS e PRX fossem estudados a partir do 

veículo utilizado. 

Na Tabela 4 foram apresentadas as equações geradas pela regressão e os 

valores dos coeficientes de determinação obtidos para quatro modelos matemáticos 

(ordem zero, primeira ordem, Higuchi e Hixson-Crowell). Os coeficientes de 

determinação cujo valor foi superior a 0,99 foram considerados lineares e assumidos 

como o modelo capaz de descrever os fenômenos de liberação do fármaco. Dessa 

forma, a ordem zero apresentou-se como a mais adequada para GTN e PRX, 

sugerindo que o processo de absorção dos mesmos não dependeria da 

concentração do fármaco e que, a quantidade de fármaco permeado, estaria 

diretamente relacionada ao tempo do teste. Em contrapartida, o modelo de Higuchi 

foi selecionado para descrever os perfis cinéticos de DNG e NMS, sugerindo que a 

liberação destes é diretamente proporcional à raiz quadrada do tempo.  
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 Tabela 4. Parâmetros cinéticos da permeação vaginal de DNG, GTN, NMS e PRX na base 
Pentravan

®
. 

Fármaco Modelo 
Matemático 

Equação R
2
 JS 

(μg.cm
-2.

h
-1

) 

TL 

(h) 

Kp 

(cm.h
-1

)
*
 

DNG Ordem zero y = 3,03x + 12,98 0,9283    

 Higuchi y = 15,98x – 4,14 0,9895 15,98 0,26 0,21 

 Primeira ordem y = 0,04x + 1,16 0,7767    

 Hixson-Crowell y = -0,11x – 2,42 0,8368    

GTN Ordem zero y = 3,72x + 1,32 0,9957 3,72 0,35 0,02 

 Higuchi y= 22,09x – 23,99  0,9842    

 Primeira ordem y = 0,05x + 0,82 0,8289    

 Hixson-Crowell y = -0,17x + 4,88 0,9020    

NMS Ordem zero y = 0,37x + 0,12 0,9511    

 Higuchi y = 2,26x – 2,55 0,9970 2,26 1,28 0,01 

 Primeira ordem y = 0,04x + 0,08 0,8587    

 Hixson-Crowell y = -0,08x + 2,22 0,9494    

PRX Ordem zero y = 3,91x – 0,71 0,9921 3,91 0,29 0,003 

 Higuchi y= 22,90x – 26,47 0,9538    

 Primeira ordem y = 0,05x + 0,81 0,8762    

 Hixson-Crowell y = -1,18x + 5,06 0,8473    

JS: Fluxo em estado estacionário. TL: tempo de latência. Kp: coeficiente de permeabilidade. 
Resultados expressos como média de 6 repilicatas. 

 

Os perfis médios obtidos para os fármacos (Figura 9), relacionaram a 

quantidade cumulativa e o tempo (modelo de ordem zero). Como esperado, a 

quantidade permeada de NMS e PRX respondeu ao aumento do tempo e mostrou 

um perfil mais linear que os demais cujo modelo foi representado por Higuchi. 
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Figura 9. Perfis médios de permeação (n = 6) de DNG, GTN, NMS e PRX em veículo Pentravan
®
, 

investigados em mucosa vaginal suína. 
Os dados experimentais são apresentados com símbolos e ajustes por linhas simples. 

 

O fluxo em estado estacionário foi determinado a partir da inclinação da reta e 

o melhor fluxo médio foi alcançado com a formulação de DNG (15,98 µg.cm-2.h-1), 

seguido de PRX (3,91 µg.cm-2.h-1), GTN (3,72 µg.cm-2.h-1) e NMS (2,26 µg.cm-2.h-1). 

O coeficiente de permeabilidade (KP, cm.h–1) foi calculado a partir do fluxo de 

fármaco dividido pela concentração de fármaco aplicada no compartimento doador. 

DNG (0,21 cm.h-1) e GTN (0,02 cm.h-1) apresentaram valores maiores que NMS 

(0,01 cm.h-1) e PRX (0,03 cm.h-1).  

O fluxo é diretamente proporcional ao coeficiente de permeabilidade e à 

concentração do penetrante no veículo. Dessa forma, os fármacos que apresentam 

um fluxo maior, apresentaram melhor solubilidade no veículo utilizado 

(DRAGICEVIC; MAIBACH, 2015). 

Entretanto, o fluxo em estado estacionário nem sempre se correlaciona 

diretamente com uma resposta farmacológica. Dessa forma, a comparação entre os 

fluxos obtidos experimentalmente e o fluxo alvo necessário para obter um efeito 

terapêutico pode ser realizada para estimar o potencial clínico das formulações 

testadas (BOURDON et al., 2016). A comparação entre o fluxo obtido nos 

experimentos e o fluxo alvo calculado e os valores dos parâmetros utilizados para o 

cálculo foram demonstrados na Tabela 5. 
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Podemos observar que os fluxos obtidos experimentalmente para DNG e 

GTN foram maiores que o fluxo alvo necessário para obter o efeito clínico, 

entretanto, os fluxos obtidos para NMS e PRX não se mostraram compatíveis com o 

fluxo alvo. Estes dados sugerem que apenas o fluxo obtido nos experimentos para 

DNG e GTN podem ser capazes de gerar um efeito terapêutico. 

 

Tabela 5. Comparação entre o fluxo obtido experimentalmente e o fluxo alvo calculado. 
Fármaco JS 

(μg.cm
-2.

h
-1

) 
Fluxo alvo 

(μg.cm
-2.

h
-1

) 

 

Biodisponi-

bilidade oral 

Dose oral diária 

recomendada (mg) 

DNG 15,98 0,87 0,9 2 

GTN 3,72 0,69 1,0 1,4 

NMS 2,26 70,45 0,7 20 

PRX 3,91 9,64 1,0 20 

 
Área de depósito (área superficial da vagina humana) de 87,46 cm

2
, conforme determinado por 

Pendergrass, Beloviez e Reeves (2003). 

 

O cálculo do balanço de massas do estudo (Tabela 6) apresentou valores de 

recuperação média com valores satisfatórios e dentro dos critérios de aceitação para 

os ensaios de permeação (entre 85 % e 115 %) (FDA, 2015). Dessa forma, todo o 

fármaco aplicado foi quantificado, sem que houvesse perda durante o processo.  

A porcentagem passível de permear foi calculada através da relação entre a 

quantidade de fármaco presente no meio receptor e a quantidade de PA 

efetivamente aplicada à célula doadora. A análise do balanço de massas nos 

permitiu observar porcentagens de permeação por dose de 83,31 %, 70,48 %, 1,67 

% e 17,65 % para DNG, GTN, NMS e PRX, respectivamente. Este resultado 

corroborou com a análise do fluxo em estado estacionário encontrado e sugeriu que, 

na matriz estudada, DNG e GTN foram os melhores candidatos à permeação 

vaginal. Possivelmente, as concentrações alcançadas de DNG e GTN possam ser 

suficientes para que estes atuem de forma sistêmica. Entretanto, ensaios in vivo são 

necessários para avaliar a sua biodisponibilidade e comprovar o seu efeito clínico. 
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Tabela 6. Balanço de massas do ensaio de permeação vaginal de DNG, GTN, NMS e PRX na base 
Pentravan

®
. 

Parâmetros DNG 

0,2% 

(m/m) 

GTN 

0,5% 

(m/m)  

NMS 

2%    

(m/m) 

PRX 

2%   

(m/m) 

Quantidade teórica de princípio ativo (PA) aplicada 

na mucosa (µg)
a
 

140 350 1400 1400 

Quantidade de PA retida no bastão de 

espalhamento (µg) 

10,69 117,34 472,63 388,83 

Quantidade real de PA aplicada na mucosa (µg)
b
 129,31 232,66 927,37 1011,17 

Quantidade de PA total permeada após 24h (µg)
c
 107,47 164,00 15,51 178,52 

Quantidade de PA retida na mucosa (µg) 4,08 50,77 808,65 651,53 

Porcentagem de permeação (%)
d
 83,11 70,48 1,67 17,65 

Total de recuperação (%)
e
 87,31 94,89 92,63 87,03 

a 
Quantidade total de PA presente na formulação aplicada no compartimento doador. 

b Quantidade teórica total (a) menos a quantidade retida no bastão de espalhamento. 
c
 Quantidade de PA no meio receptor. 

d
 Estimativa matemática do total de PA que poderia permear a pele de acordo com a quantidade 

aplicada [(c/b) × 100] 
e  Razão entre PA quantificado no bastão de espalhamento, na mucosa e no meio receptor pela 
quantidade total aplicada (a). 
PA: princípio ativo. 
 

A NMS e o PRX não apresentaram porcentagens de permeação tão 

expressivas quanto DNG e GTN. Entretanto, esse resultado não impede que a 

formulação contendo os AINES seja utilizada para obter um tratamento local. 

Embora os ingredientes ativos possam se apresentar em níveis sanguíneos 

sistêmicos baixos, a concentração dos mesmos na região pélvica permite com que 

alcancem altos níveis teciduais (MAIA et al., 2015). A modificação da formulação 

deve ser realizada para que a NMS e o PRX sejam utilizados de forma sistêmica. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Os resultados descritos sugerem que a matriz estudada proporcionou uma 

boa taxa de permeação para DNG e GTN. Estes fármacos apresentaram um fluxo 

através do tecido vaginal maior do que o fluxo alvo necessário para os efeitos 

farmacológicos. Entretanto, a possibilidade do seu efeito terapêutico deve ser 

comprovada por estudos in vivo. NMS e PRX obtiveram baixas taxas de permeação 

e não atingiram o fluxo alvo, demonstrando a possibilidade de uso para um efeito no 

tecido local. Contudo, para o uso terapêutico sistêmico de NMS e PRX, estudos 

adicionais devem ser realizados, com a possível modificação da formulação. 
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CONCLUSÃO GERAL 

 

 

Os dois capítulos descritos na presente tese demonstram que a administração 

de fármacos na pele e na mucosa vaginal pode ser avaliada como uma forma 

alternativa à tradicional via oral. Embora o trabalho não permita afirmar que essas 

vias alternativas aumentem a eficácia farmacológica dos fármacos avaliados, existe 

uma premissa de que essas vias possam oferecer vantagens em relação à via oral. 

Dentro dessas vantagens encontram-se a redução de efeitos adversos, a ausência 

de interação com alimentos, bebidas e outros fármacos, o uso de dosagens menos 

freqüentes, entre outros. Nesse sentido, a inserção de TAX, DNG, GTN, NMS e PRX 

em forma farmacêutica semissolida demonstrou uma alternativa farmacotécnica 

simples e interessante para que os mesmos fossem avaliados com relação à sua 

permeação nas respectivas vias. Dentro desse contexto, as ferramentas analíticas 

utilizadas para as análises de quantificação e de permeação foram consideradas 

satisfatórias para o proposto. Os resultados obtidos para TAX, DNG e GTN 

demonstraram que os mesmos possuem boa permeação dentro da via avaliada para 

cada fármaco. Entretanto, o efeito terapêutico sistêmico dos mesmos deve ser 

comprovado por ensaios in vivo. Os resultados obtidos para PRX e NMS sugerem 

que as concentrações obtidas dos mesmos não são ideais para a ação sistêmica e 

apenas para atuarem no tecido local. Contudo, novas estratégias farmacotécnicas 

seriam necessárias para melhorar a permeação destes fármacos.  

 


